@
I
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL E
SAUDE PUBLICA

VIVIANE LOPES ROCHA

AVALIACAO DA EXPRESSAO DE UM SUPOSTO GENE RESPONSAVEL
PELA SINTESE DE SIDEROFORO EM Mycobacterium massiliense, EM
DIFERENTES CONDICOES DE DISPONIBILIDADE DE FERRO.

Goiania

2014



o

®

. %os

- UFG
sistema de bibliotecas ufg

TERMO DE CIENNCIA E DEAAUTORIZACI':\O PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS (TEDE) NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias (UFG) a
disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertacdes (BDTD/UFG), sem
ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme
permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressdao e/ou download, a titulo de divulgacdo da
producdo cientifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdao do material bibliografico: [X] Dissertacao [ ]Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacao

Autor (a): Viviane Lopes Rocha

E-mail: viviane iptsp@hotmail.com |

Seu e-mail pode ser disponibilizado na pagina? [X]Sim [ 1 Né&o

Vinculo empregaticio do autor Universidade Federal de Goias

Agéncia de fomento: Fundacdo de Amparo a Pesquisa | Sigla: FAPEG
do Estado de Goias

Pais: Brasil UF:GO | | CNPJ: | 08.156.102/0001-02

Titulo: | Avaliacdo da expressdo de um suposto gene responsavel pela sintese de sideréforo em
Mycobacterium massiliense, em diferentes condigdes de disponibilidade de ferro

Palavras-chave: micobactéria, sideréforo, micobactina

Titulo em outra lingua: Evaluation of the expression of a putative gene responsible for the synthesis of
siderophore in Mycobacterium massiliense under different conditions of iron
availability

Palavras-chave em outra lingua: | Mycobacteria, siderophore, mycobactin

Area de concentracdo: | Microbiologia

Data defesa: 21/05/2014

Programa de Pds-Graduagdo: Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Tropical e
Saude Publica

Orientador: | Prof. Dr. André Kipnis

E-mail: | andre.kipnis@gmail.com

Co-orientador (a): | Profa Dr@ Ana Paula Junqueira-Kipnis

E-mail: | apkipnis@gmail.com

*Necessita do CPF quando nao constar no SisPG

3. Informacgodes de acesso ao documento:

Concorda com a liberagao total do documento [X] SIM [ ]1NAO!

Havendo concordédncia com a disponibilizacdo eletrénica, torna-se imprescindivel o envio do(s)
arquivo(s) em formato digital PDF ou DOC da tese ou dissertacao.

O sistema da Biblioteca Digital de Teses e Dissertacbes garante aos autores, que os arquivos contendo
eletronicamente as teses e ou dissertagdes, antes de sua disponibilizacdo, receberdo procedimentos de
seguranga, criptografia (para ndo permitir cdpia e extracdo de conteldo, permitindo apenas impressao
fraca) usando o padrao do Acrobat.

Data: 06 / 11 / 2014

Viviane Lopes Rocha

! Neste caso 0 documento ser4 embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste prazo suscita
justificativa junto a coordenagdo do curso. Os dados do documento ndo serdo disponibilizados durante o periodo de

embargo.



mailto:viviane_iptsp@hotmail.com

VIVIANE LOPES ROCHA

AVALIACAO DA EXPRESSAO DE UM SUPOSTO GENE RESPONSAVEL
PELA SINTESE DE SIDEROFORO EM Mycobacterium massiliense, EM
DIFERENTES CONDIC}OES DE DISPONIBILIDADE DE FERRO

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programade  Po6s-Graduacdo em  Medicina
Tropical e Saude Pdblica da Universidade
Federal de Goias para obtencdo do Titulo de

Mestre em Medicina Tropical e Satde Publica.

Orientador: Dr André Kipnis

Co-orientadora: Dr? Ana Paula Junqueira Kipnis

Goiania

2014



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacdo na (CIP)

Rocha, Viviane Lopes.

Avaliacdo da expressdo de um suposto gene responsavel
pela sintese de sider6foro em Mycobacterium massiliense,
em diferentes condi¢cbes de disponibilidade de ferro
[manuscrito] / Viviane Lopes Rocha. - 2014.

93 f. :il., figs, tabs.

Orientador: Prof. Dr. André Kipnis; Co-orientadora:
Prof? Dr? Ana Paula Junqueira-Kipnis

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Goias,
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica, 2014.

Bibliografia.

Inclui lista de figuras, abreviaturas, siglas e tabelas.




Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Tropical e Satde Publica

da Universidade Federal de Goias

Aluna: VIVIANE LOPES ROCHA

Orientador: Prof° Dr. ANDRE KIPNIS

Co-orientadora: Prof Dr2 ANA PAULA JUNQUEIRA KIPNIS




Aquela que foi a primeira pessoa a me incentivar a encarar o
desafio do mestrado , que foi a primeira a enxergar em mim uma
possivel pesquisadora e que me abriu as portas para que eu

pudesse dar inicio d minha carreira cientifica.

Aquela que desde o inicio foi, para mim, um exemplo de mde,

esposa , pesquisadora e professora d ser seguido.

Prof* Ana Paula Junqueira-Kipnis, obrigada por tudo. Sem vocé
esta dissertacdo ndo existiria e eu ndo estaria tdo feliz, fazendo o

que descobri que realmente amo fazer: ensinar e aprender.

Vi



AGRADECIMENTOS

A Deus, que sempre esteve guiando meus passos e conduzindo minhas decisdes.
A Ele que me permite ser alegre em meus momentos bons, que me permite aprender
com meus momentos ruins, que me segura sempre que estou prestes a cair e, acima de

tudo, que me deu uma vida repleta de bencéos e oportunidades.

Aos meus pais, que sdo a razdo de cada palavra escrita aqui, de cada passo
dado, de cada uma das conquistas que realizei até hoje. Leonel e Vilma, as duas
pessoas que muito mais que apenas me colocarem neste mundo, me ensinaram a vencer
e estiveram sempre de méaos dadas comigo, um de cada lado, me dando o amor, a forca
e o discernimento que eu precisava pra aprender a lutar minhas batalhas. Pai,

obrigada. Mae, obrigada.

A minha irma Vanessa, por ser sempre tdo companheira, tdo amiga, tdo linda...
Mas, principalmente, por ter sido meu esteio quando, durante esta jornada, enfraqueci
e imaginei que ndo conseguiria. Ela, no entanto, foi meu amparo e meu impulso, e me
mostrou que eu precisava ter forca e fé, que seria possivel superar. E foi. Irma,

obrigada!

A Vicky e a Barbie, minhas shitzus, que ndo sabem falar e muito menos ler mas
que eu ndo poderia deixar de citar aqui. Elas foram minhas companheiras em inimeros
momentos que fiquei sozinha escrevendo e, sem a companhia e sem 0 amor que elas me

dedicam, teria sido muito mais dificil.

Ao meu companheiro, André Franca Corréa, por ter sido parte fundamental na
construcdo desta dissertacdo. Me deu a paz e a tranquilidade que eu precisava para
superar 0s momentos de inquietude e ansiedade e o carinho e o amor que me fizeram
acreditar em mim e transpor os obstaculos que foram surgindo ao longo do caminho. E,
além de tudo isso, contribuiu inimeras vezes com seu conhecimento cientifico,

exercendo brilhantemente seu papel de pesquisador.

Ao meu orientador, prof® Dr. André Kipnis, por todos os ensinamentos, pela
oportunidade de estar realizando este trabalho, por toda a paciéncia nos momentos
mais complicados e por toda a compreensdo nos momentos que errei. Obrigada

professor, por todas as vezes que o senhor me deixou caminhar e descobrir as coisas

Vil



por mim mesma. Hoje vejo que, se ndo fosse desta forma, eu ndo teria tanto

conhecimento e tanta confianca de que o que eu aprendi ndo sera esquecido.

A minha co-orientadora proft Ana Paula Junqueira-Kipnis, por toda a
colaboracgéo neste trabalho mas, principalmente, por toda a compreenséo e paciéncia
nos momentos em que deixei de me dedicar a minha funcdo de técnica de seu
laboratdrio por estar me dedicando a esta dissertacdo. Obrigada por me animar em
todas as vezes que algum experimento ndo saia como eu imaginava que seria, por me

ensinar a me portar, a agir e, principalmente a pensar como uma pesquisadora.

Aos meus amigos e amigas, por compreenderem minha auséncia no periodo em
que estive realizando este trabalho e, acima de tudo, por estarem sempre me dizendo
“Calma, vai dar certo!”, “Forg¢a, ta acabando!”, “Vocé vai conseguir, vocé sempre
conseguiu!”... Dani, Tati, Carla, Maysa, Nati, Régis... Obrigada meus amores! Minha
vida néo seria tao feliz sem vocés. Em especial, quero deixar um obrigada imenso ao
meu amigo Renato Beilner Machado, que me ajudou varias e varias vezes neste
trabalho! Sem ele eu ndo teria conseguido driblar minha dupla jornada de aluna e

funcionaria.

A minha orientanda de Pivic, Beatriz Cristina, que também foi peca essencial na
construcdo desta dissertacdo, contribuindo na realizacdo de muitos dos experimentos
realizados. Obrigada Bia! Sua ajuda foi decisiva para que tudo terminasse bem.

Aos meus amigos dos laboratorios de ‘“Imunopatologia das Doengas
Infecciosas” e “Bacteriologia Molecular”, pela companhia de todos os dias, que
sempre tornou o trabalho mais agradavel e mais produtivo. Obrigada por todas as

sugestdes, por todos 0s ensinamentos e por todos os entendimentos, acima de tudo.

Além do aprendizado cientifico, preciso deixar aqui registrado o maior
ensinamento que tive durante a realizacdo desta dissertacdo: Aprendi que ndo ha nada
que possa ser feito sozinho e toda realizacdo ndo depende apenas de ndés mesmos mas

sim, e principalmente, da colaboracgéo do proximo.

Para a realizacdo de varios dos experimentos desta dissertacao precisei contar
com o auxilio de pessoas que ndo hesitaram em me ajudar por nenhum instante.

Algumas eu ja conhecia, outras tive o prazer de conhecer.

viii



Mirelle, minha companheira de graduacdo, que me ensinou e me ajudou a

realizar a técnica com o meio O-CAS para a visualizagdo de siderdforos. Obrigada!

Guilherme, mestre pela Universidade de Brasilia, que me ensinou a fazer todas
as analises in silico realizadas neste trabalho e que sempre esteve disponivel quando

precisei esclarecer as davidas que foram surgindo. Obrigada!

Ao prof® Cirano e ao seu aluno Andrei, por terem me recebido tdo bem em seu
laboratdrio quando o equipamento de PCR em tempo real do IPTSP estragou e o prof°
Cirano ndo hesitou em permitir que eu utilizasse 0 mesmo equipamento que ele tem em

seu laboratorio.

A todos vocés meu obrigada do tamanho do infinito! Este trabalho tem um

pedacinho de cada um de vocés.



SUMARIO

Tabelas, figuras € @NeX0S.........ooiviiiiiiiiiicicee e e Xii
Siglas € abreViatUras..........uuuuuuiiiiiiiiii i e e e e e e e e e eaaaenaes XV
RESUMIO ...ttt e e e e e e e e e e e e s s reaeane XVii
ADSTTACT. ...ttt ———————————— XVili
N Lo L1 oo [V T o3 Lo J PP P PPPPPPTTRRPPR 1
1.1 O género MyCODACIEIUM .........uiiiiiiiiiieiieee e 1
1.1.1 Mycobacterium massiliENSE...........ccuuviiiiiiiiiiiiie e 3
1.2 O ferro e sua importancia para o0 metaboliSmo................coeeeeiiiirnnnne. 8
1.2.1 O ferro e sua importancia para as micobactérias.............cccccceveeuvveeen.. 11
2 JUSHITICALIVA. ..o e 23
3 (O oY1= (170 1= SPEPPPPPPRPPURR 26
3.1 ODJELIVO GEIaAl......eeeiiiiiiiiiiieeee e 26
3.2 ODbjetivOs €SPECITICOS.......cuurieiiiiie e 26
4 1Y/ 1=] oo Lo 1= TP P T TORPTRPP 27
4.1  Isolados de M. MasSIlENSE........ciiiiiiii e 27
4.2 Reativagdo da cepa GOOB. .........ccuuurirriiiiiiiiiiiiiieiee e e 27
4.3  Sequenciamento da cepa GOOB...........uuuuerieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 28
4.3.1 Cultivo de M. massiliense em Mueller Hinton...............coovvviiiciinnnnnnn. 28
4.3.2 Extracdo de DNA de M. massSiliense..........cccooeeeiiiiiiiiciiiiieeeeee 28
4.3.3 Amplificacdo da ORF 9522 de M. massiliense...........cccceeeevieeeeeenennnn. 29
4.3.4 Purificagcdo do produto de PCR ..........ceviiiiiiiiiiiieiiiieiee 29
4.3.5 Amplificacdo do produto de PCR para posterior sequenciamento..... 29
4.4 ENSAI0 O-CAS....ooiiiiiii e 31
4.5  ANOtagOeS gENOIMICAS......cceiiiii ittt e e e e e 32
4.6 Crescimento de M. massiliense em meio miniMo..............cccccvvvvvneee. 32
4.7 Leitura das densidades OtiCaS........ccccvveeeeeeeiiiiiiiie e 33

4.8 Crescimento de M. massiliense em meio minimo para posterior
EXIrACAO 8 RINA.... .o 33
4.8.1 Coleta de células para extragdo de RNA.........ccccciiiiiiiiiiiiiiieieeeeeenn 34



4.9  EXracdo de RNA... ..o
4.10 Sintese de CDNA. ... ... e eaees
4.11 Avaliacdo da expressao de smbtb in VIVO.............oeviiiiiiiiiii
4.11.1 Geracao de bolsfes de ar nos camundongos............cvvvviiiieieeeeeeeennn
72000 2 1 {=Totox= To o o KSR ox= T 10 o (o] g e o 1S 3
4.11.3 Eutandsia dos camundongos e lavado dos bolsdes de ar.................
4.12 Realizagdo de PCR em tempo real.............coeviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiis
4.13 Analise da expreSSA0 gENICA........c.ccevveeereeriiiiiiiiiieeeeeeeeeeereeernnn
5 RESUIAAOS. ..ciiiiiiiee e
5.1 Sequenciamento da ORF 9522 de GOOB............ccevvvvvrrmiiiiiiiieneeeenen
5.2 ENSAIO O-CAS.. .ttt e e e e e e e
5.3  ANOtaCOeS gENOMICAS. .....uuuuuiiieiiieeeeeeeeeeeieeeeeee e e e e e e e eeeeeaeenennanns

54 Avaliacdo do crescimento de M. massiliense em diferentes

CONCENTIAGOERS AE TEITO.....iiiiiiiiiii et

5.5 Avaliacdo da expressao de smbtb in Vitro...........cccceeeeieeiiiiiiiiiiiii,
5.6 Avaliacdo da expressao de smbth in VIVO...........cooovviiiiiiiiiieeeee,
6 DISCUSSAO .. i iiiiieiii ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e s s e s bbb re e e eeaaaeens

7 CONCIUSDES ...ttt
8 Referéncias Bibliograficas........ccccoooviiiiiiiiiiiii e
9

PN ) 0 1T



TABELAS E FIGURAS

Figura 1. Exemplos representativos de diferentes sideroforos e seus

OrganiSMOS PrOUUIOIES ......eeeiiiiiiieiieee e ettt e e e e e e e e e e e e e e s nnne e e 13

Figura 2. Enzimas da maquinaria ribosomal para a producéo de peptideos e

proteinas e enzimas basicas do sistema nao- ribosomal.............cccccevvvviinnnnnnn. 15

Figura 3. Representacdo estrutural, a partir do gene, da estrutura de

modulos e dominios observada em um NRPS ...........cccciiiiii 16
Figura 4. Sideréforo de M. tuberculosis. ..., 17
Figura 5. Provavel sistema de montagem das micobactinas.............ccccceeeeennn. 18
Figura 6.Esquema de transporte de ferro feito pelas carboximicobactinas...... 21
Figura 7. Esquema de formacgao dos boISOes de ar..........cccccvveeeeiiniiiiiiiicinnns 36

Figura 8. Mapa de distribuicdo das ORFs mbtA-G de M. massiliense e M.

TUBDBICUIOSIS ..o e e e s 42

Figura 9. Avaliagéo do crescimento de M. massiliense em diferentes

CONCENTIAGOES AE Fl. ..t 43
Figural0. ENS@i0o O-CAS ... ...t 44

Figura 11. Curva de amplificacdo da PCR em tempo real realizada com os
cdnas obtidos do experimento para avaliacdo da expressao do gene smbtb,

PArA 0 GENE 1BS... . it e e re s 46

Figura 12.Curva de Melting da PCR em tempo real realizada com os cdnas
obtidos do experimento para avaliacdo da expressao do gene smbtb, para o
(0T T G 3 P 47

Figura 13. Curva de amplificagdo da PCR em tempo real realizada com os
cdnas obtidos do experimento para avaliacdo da expressao do gene smbtb,
para 0 gene SMDLD ... 48

Xii



Figura 14.Curva de Melting da PCR em tempo real realizada com os cdnas
obtidos do experimento para avaliacdo da expressao do gene smbtb, para o

geNE SMDLD....cooi e

Figura 15. Expressao relativa de smbtb em diferentes concentragdes de ferro

e em diferentes momentos do crescimento de M. massiliense in vitro ............

Figura 16.Curva de amplificacdo da PCR em tempo real realizada para o
gene 16S, utilizando os cdnas sintetizados a partir dos RNAs extraidos das

células do lavado da bolha de ar dos camundoNgoS............ueeviiiieeieeeeeeerieiinns

Figura 17.Curva de Melting obtida na amplificacdo dos cdnas sintetizados a
partir dos RNAs extraidos das células da bolha de ar dos camundongos para

O ENE L1BS ... i e et

Figura 18. Curva de amplificacdo da PCR em tempo real realizada para o
gene smbtb, utilizando os cDNAs sintetizados a partir dos RNAs extraidos
das células do lavado do bolsdo de ar dos camundongos utilizados no

experimento in VIVO deSte @STUO. ........uiiiiiiiieiiie e

Figura 19.Curva de Melting obtida na amplificagdo dos cDNAs sintetizados a
partir dos RNAs extraidos das células do lavado da bolha de ar dos

camundongos para 0 gene SMBED........cooiiiiiii e

Figura 20. Expresséo relativa de smbtb em camundongos C57 submetidos a

tratamentos de deplecéo ou suplementacdo com ferro...........cccevevvveeeevvnevnnnnnnn.
Figura 21. ENS@I0 O-CAS ... ...t

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para o sequenciamento da

ORF 9522 de Mycobacterium massilienSe.........cccceevviiiieeeeeeiiiiiiieeenn

Tabela 2. Porcentagem de similaridade encontrada entre a sequéncia de
nucleotideos de cada suposta ORF de M. massiliense para os genes mbtA-G
e a sequéncia de nucleotideos destes mesmos genes, ja descritos em cada

uma das mMicobacCtérias anNaliSAUAS. ........veeeee e et aas

Xiii

49

50

51

52

53

53

54

59

30



Tabela 3. Porcentagem de similaridade encontrada entre a sequéncia
de aminoécidos de cada suposto peptideo codificados pelos supostos
genes mbtA-G de M. massiliense com a sequéncia de aminoacidos
das proteinas codificadas pelos genes mbtA-G ja descritas em cada

uma das micobactérias analiSadas. ......c.coeu e

Xiv



SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Bfr- Bacterioferritina

BCGAmbtb- BCG com mbtb deletado

CAS - Chrome azurol S

CIM- Concentracéo Inibitéria Minima

CMTB- Complexo Mycobacterium tuberculosis
DDH- Hibridizagdo DNA-DNA

DO- Densidade 6tica

PFGE- Eletroforese em gel de campo pulsado, do inglés “Pulsed-field gel

eletrophoresis”

erm- Gene da eritromicina metilase ribosomal

Fe®*-fon ferroso

Fe%*-jon férrico

Ftn- Ferrritina

Hb- hemoglobina

hsp65-gene da proteina de choque térmico de 65kDA
MCR-Micobactéria de crescimento rapido
MNT-Micobactéria ndo causadora de tuberculose

ORF- Fase aberta de leitura do inglés: “open reading frame”
PKS- Policetideos sintases, do inglés “Polyketide Synthase”

ideR- Proteina Reguladora Dependente de Ferro, do inglés “Iron-dependent

gene expression”

XV



NRPS- Peptideos sintases nao-ribosomais, do inglés “Non-ribosomal peptide

synthetases”
rRNA- RNA ribossomal

ITS- Sequéncia espacadora dos transcritos, do inglés “internal transcribed

spacer”

smbtb- suposto genembtb de Mycobacterium massiliense

AACt- método delta-delta Ct.

XVi



RESUMO

Mycobacterium massiliense (MM) tem sido associado como agente causador de varios
surtos nosocomiais relacionados a laparoscopia, artroscopia e infec¢bes de feridas.
Inimeros surtos tém sido reportados no Brasil. As cidades de Goiénia, Rio de Janeiro e
Belém apresentaram um alto nimero de casos em 2006 e 2007. O ion ferro é
extremamente importante para varios processos bioguimicos em todos 0s organismos e,
no caso dos microrganismos, para o sucesso da infec¢do. Para auxiliar a captagéo de Fe
durante este processo, 0s microrganismos sintetizam moléculas chamadas sideroforos,
que desempenham esta funcdo. Micobactina e carboximicobactina sdo os sideroforos
que ja foram descritos em micobactérias. Um dos genes responsaveis pela sintese dos
sideréforos em M. tuberculosis € o mbtb. Um isolado de MM, com origem no surto que
aconteceu em Goiania (MM GOO06) teve seu genoma sequenciado e sua analise revelou
que esta espécie possui um gene putativo com alta similaridade com o mbtb de M.
tuberculosis, o que poderia indicar que MM também sintetiza sider6foros e que esta
molécula poderia estar auxiliando esta micobacteéria a instalar a infec¢do no hospedeiro.
Sabemos que a auséncia do gene mbtb em M. tuberculosis torna esta micobactéria
incapaz de sintetizar sider6foros. Avaliar se um gene similar ao mbtb e com a mesma
funcdo estd presente em MM (smbtb) ird auxiliar o entendimento dos mecanismos de
infeccdo de MM e a descoberta de novos alvos para drogas para o tratamento de
infeccOes causadas por MM. RNA total foi obtido de culturas onde MM foi crescido em
diferentes concentracfes de ferro. Realizou-se Real Time PCR para o gene smbtb a fim
de avaliar a expressao deste gene durante o crescimento bacteriano em cada condigdo. A
expressao do sbmtb aumentou com o aumento da disponibilidade de ferro. Estudos in
vivo com camundongos suplementados ou privados do ion ferro apresentaram um perfil
de expressdo diferente daquele obtido nos estudos in vitro. Em camundongos, MM
expressou smbtb em altos niveis nos animais que foram tratados com quelante para o
ion ferro. Evidenciamos entdo, que smbtb pode estar envolvido na captacdo de ferro
tanto para armazenamento deste ion, quando o mesmo esta disponivel, quanto para a
utilizacdo imediata no metabolismo da bactéria, quando hd uma baixa disponibilidade

de ferro no ambiente que MM se encontra.
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ABSTRACT

Mycobacterium massiliense (MM) has been associated as the causative agent of many
nosocomial outbreaks related to laparoscopy, arthroscopic and wound infections.
Several outbreaks have been reported in Brazil. The cities of Goiania, Rio de Janeiro
and Belem reported a high number of cases in 2006 and 2007. The iron ion (Fe) is
extremely important for many biochemical processes in all organisms and, in the case of
microorganisms, the success of the infection. Microorganisms synthesize molecules
called siderophores (SD) to aid Fe uptake. Micobactin and carboximicobactin are the
SDs that has been described in mycobacteria. One of the genes responsible for the
assembly of these SD in M. tuberculosis is the mbtb. A MM strain, which belongs to the
outbreak that happened in Goiania (MM GOO06) had its genome sequenced and the
analysis revealed that the species has a putative gene with high similarity to M.
tuberculosismbtb, which could be an indication that MM also synthesizes a siderophore
molecule and that this can be helping this mycobacteria to install the infection in the
host. It is known that in the absence of mbtb gene M. tuberculosis do not synthesize
their SD. To estimate whether a gene similar to mbtb and with the same function is
present in MM (smbtb) will assist in the understanding of the infection mechanisms of
MM and discover new drug targets for treating infections with this microorganism.
Total RNA was obtained from cultures grown at different concentrations of Fe. Real
time PCR was performed targeting the smbtb to evaluate the expression of this gene
during bacterial growth in each condition. The expression of smbtb was higher with the
increase of the availability of iron. In vivo studies with mice supplemented with or
chelated fromiron showed expression profile of smbtb different from those obtained in
in vitro studies. In mice, M. massiliense smbth expressed at higher levels when the
animal were treated for iron depletion. Thus, we have evidence that smbtb is involved in
iron uptake both for subsequent storage, when this ion is available, and for prompt use
in the metabolism of the bacteria when it is not in an environment where there is

availability of this ion.

XVill



1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 O Género Mycobacterium

O género Mycobacterium pertence a familia Mycobacteriaceae (0 Unico género
desta familia), ordem Actinomycetales e se caracteriza como bacilos delgados,
levemente curvados ou retos, com tamanho de 0,2 a 0,4um por 2 a 4um. Sao
microrganismos aerobicos, embora algumas espécies possam crescer em ambientes com
baixa concentracdo de oxigénio, imdveis e ndo formadores de esporos (VOSSLER,
2000).

As micobactérias apresentam uma parede celular complexa, constituida por 60%
de lipideos, como acidos micolicos e micosideos, e por polipeptideos. Sua camada
externa de acidos micélicos especificos ligados ao acglcar arabinogalactano formam o
complexo micolil-arabinogalactano. Esse complexo impermeabiliza a superficie da
micobactéria, tornando-a bastante resistente a compostos hidrofilicos e a dessecacéo,
além de dificultar a captacdo de nutrientes, retardando o seu crescimento (CORNER,
1994).

As micobactérias apresentam uma importante caracteristica morfo-tintorial, a
alcool-4cido resisténcia, conferida pelas moléculas de &cido micdlico-arabinogalactano
(KONEMAN et al., 2001; NOLTE; METCHOCK,1995). Esta denominacédo refere-se
aos principios das técnicas que sdo, em geral, utilizadas para corar estas bactérias ja que,
embora classificadas como Gram-positivas, as micobactérias ndo sdo coradas pela
coloracdo de Gram, mas pelos métodos de Ziehl-Neelsen e de Kinyoun. Ambas as
técnicas utilizam a carbolfucsina, que confere coloracdo vermelha as micobactérias.
Ap0s 0 emprego deste primeiro corante, as micobactérias sdo submetidas a descoloragao
com solucdo alcool-acido e sdo capazes de resistir a este procedimento. Este fato
justifica a designacdo de “bacilos alcool-acido resistentes”, pois resistem ao
descoloramento subsequente com solugdo alcool-acido (GUTIERREZ et al., 2001;
ROSEMBERG; TARANTINO, 2002).



O género Mycobacterium € constituido pelo M. leprae, pelas espécies que
compdem o Complexo M. tuberculosis (CMTB) e outras micobactérias denominadas
micobactérias ndo causadoras de tuberculose (MNT) (BROSCH et al.,, 2002;
MARMIESSE et al., 2004). Este género compreende mais de 100 espécies sendo que,
no CMTB, estdo agrupadas as espécies com potencial patogénico e maior importancia
médica: Mycobacterium tuberculosis, M. africanum, M. Canettii, M. bovis BCG (Bacilo
Calmette Guérin), M. microti e M. pinnipedii (COUSINS, 2003). O M. leprae, apesar de

ser patogénico, ndo faz parte deste complexo.

As micobactérias podem ser classificadas de acordo com o tempo de
crescimento em répido ou lento. Micobactérias de crescimento rapido (MCR), as quais
sdo caracterizadas por visivel crescimento em meio artificial sélido em até sete dias, sdo
organismos ambientais ubiquos que estdo sendo cada vez mais caracterizados como
importantes patégenos humanos (COLOMBO; OLIVIER, 2008). MCR séo usualmente
consideradas saprofitas e tém sido recuperadas do meio ambiente, particularmente da
poeira, solos aguados e sistemas de distribuicao de &gua (KATOCH, 2004).

A maioria dos pacientes suscetiveis as MNT, como as MCR, sdo pessoas que se
encontram em um estado imunocomprometido, que apresentam alguma
imunodeficiéncia ou sdo portadoras de patologias relacionadas ao pulmdo como
bronquiectasias (CHOI et al., 2012). Recentemente, todavia, relatos de infeccOes
causadas por MCRs em pessoas imunocompetentes tém crescido acentuadamente
(CARDOSO et al., 2008; KIM et al., 1999; KWON et al., 2009).

Em 2012, Choi et al descreveram um caso de infec¢do pulmonar causada por M.
massiliense no qual o paciente ndo respondeu a terapia antimicrobiana aplicada
(claritromicina, amicacina e imipenem) e evoluiu ao o6bito. O paciente, no entanto, nao
apresentava nenhum imunocomprometimento, ndo era fumante e ndao apresentou relato

de nenhuma historia especifica de doenca cronica.

As MCR sdo descritas como raros patdgenos oportunistas em infeccoes
nosocomiais e pseudo-surtos e devem, portanto, serem consideradas como um
importante grupo de bactérias que apresenta importancia patoldgica crescente. Doencas

causadas por MCR variam entre infecces associadas a assisténcia médica, infecgdes de



feridas, doencas cutaneas disseminadas, infeccfes dos ossos e das articulacdes,

queratites, doencas pulmonares e outras infeccdes (KATOCH, 2004).

Algumas cepas de MCR tém sido descritas como sendo capazes de desenvolver
biofilme sendo que, infeccdes relacionadas a biofilmes representam mais de dois ter¢os
de todas as infec¢des causadas por estes organismos (ESTEBAN et al., 2008). Entre as
espécies de MCR de maior importancia, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
chelonae e Mycobacterium fortuitum tém sido frequentemente associadas a doengas e,
em especial, a infeccbes de feridas pds-traumaticas, numa variedade de contextos
clinicos (KATOCH, 2004).

1.1.1 Mycobacterium massiliense

Recentemente, duas novas espécies relacionadas a M. abscessus foram
identificadas, M. massiliense e M. bolletii, as quais eram identificadas anteriormente
como M. abscessus (ADEKAMBI; DRANCOURT, 2004; ADEKAMBI et al., 2006).
Adekambi e Drancourt propuseram, em 2004, a diferenciacdo de M. massiliense de M.
abscessus e M. bolletii, ao perceberem, através de testes moleculares que, apesar de nao
se diferenciarem muito fenotipicamente, M. massiliense apresentava uma similaridade
em torno de 95% para 0s genes hsp65, sodA e recA com M. abscessus e M. bolletii.
Alguns pares de bases se diferenciavam entre si em cada um desses genes. Baseado no
conceito de que organismos que se diferem em suas sequéncias génicas acima de 3%
devem ser considerados especiés distintas, Adekambi e Drancourt (2004) propuseram
que fosse criada a nomenclatura de uma nova espécie, e esta se chamaria M. massiliense
(ADEKAMBI; DRANCOURT, 2004).

A identificacdo de membros do complexo M. abscessus a nivel de espécies
depende da andlise da sequéncia de varios genes, incluindo o gene da eritromicina
metilase ribosomal (erm), o gene do RNA ribossomal (rRNA) 23S e varios
housekeeping genes, como o gene da beta subunidade da RNA polimerase (rpoB) e o
gene da proteina de choque térmico de 65kDA (hsp65) (ADEKAMBI et al., 2006;
CHADHA et al., 1998; CONVILLE; WITEBSKY, 1998).

Mycobacterium massiliense foi isolada pela primeira vez do escarro de um
paciente com pneumonia, em Marselha, na Franca, em 2004 (ADEKAMBI;

DRANCOURT, 2004). A especie Mycobacterium massiliense foi proposta naquele
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mesmo ano e teve o nome validado em 2006. Posteriormente a estas publicacdes, M.
massiliense foi detectado como causa de infecc¢Ges invasivas de dois pacientes, e citado
como um patégeno emergente. A correta descricdo desta espécie como um patdgeno
humano comum e sua importancia epidemioldgica tem sido, possivelmente, prejudicada
pela identificacdo incorreta de cepas de M. massiliense ao longo dos anos,
especialmente devido as altas similaridades fenotipicas e genotipicas entre isolados de
M. massiliense e o grupo M. chelonae - M. abscessus (SIMMON et al., 2007; VIANA-
NIERO et al., 2008).

Leao et al (2011) propuseram que as espécies M. massiliense e M. bolletii
fossem agrupadas a espécie M. abscessus (LEAO et al., 2011). Apesar desta sugestdo, o
estudo de Bryant et al (2013) analisou, por técnicas de sequenciamento, estas trés
espécies e mostrou que, apesar da média de similaridade entre elas ser de 99,1%, ha
grandes e importantes diferencas genémicas entre M. abscessus, M. massiliense e M.
bolletii e, devido a isso, fica claramente comprovado que o agrupamento sugerido ndo
pode ser realizado (BRYANT et al., 2013).

Epidemiologicamente, M massiliense se apresenta como um patégeno emergente
nos Estados Unidos (SIMMON et al., 2007; ZELAZNY et al., 2009) e, no Brasil, onde
surtos estdo sendo associados com procedimentos cosméticos e pds-cirirgicos
(CARDOSO et al., 2008; DUARTE et al., 2009; VIANA-NIERO et al., 2008).

Com relacdo ao Brasil, o primeiro surto significante de M. massiliense foi
descrito na cidade de Belém, estado do Pard, regido norte, de 2004 a 2005. Cinquenta e
oito isolados de M. massiliense foram recuperados de pacientes confirmados submetidos
a cirurgias laparoscopicas. Estes individuos apresentaram hiperemia local, formacéo de
abscesso com aspectos inflamatdrios, pus ou secrecdes purulentas e outros sinais
clinicos, e ndo responderam a terapia antimicrobiana comum (VIANA-NIERO et al.,
2008).

Desde entdo, uma serie de surtos nosocomiais relacionados a infeccdes de
feridas tém sido notificados em varios estados brasileiros. Estes incluem, pelo menos, 0s
estados do Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Para,
Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e S&do Paulo (ANVISA, 2007; CARDOQOSO et al.,
2008).



Na cidade de Goiania, no estado de Goias, foi relatado um dos surtos mais
significantes associado a procedimentos cirlrgicos por laparoscopia e artroscopia em
varios hospitais, onde as infeccGes foram causadas por M. massiliense. Cardoso et al
iniciaram os estudos desse surto em 2005 com o recrutamento de pacientes, que foi
realizado até meados de 2007 (CARDOSO et al., 2008). Nesse periodo, foram relatados
121 casos de infeccbes causadas por MCR. Dos pacientes recrutados, apenas 18
concordaram em participar do estudo e as amostras isoladas destes foram identificados

como M. massiliense por sequenciamento parcial dos genes hsp65 e rpoB.

De 2006 a 2007, uma epidemia (1051 casos reportados) de infeccbes pos-
cirargicas relacionadas a MCR no estado do Rio de Janeiro, foi relatada pelo Ministério
da Saude. Dos casos de pacientes confirmados submetidos a cirurgia video
laparoscépica durante este periodo de tempo 148 isolados de MCR foram recuperados e
caracterizados onde, destes 148, 144 isolados foram confirmados, por sequenciamento

do gene rpoB, tratarem-se de M. massiliense (DUARTE et al., 2009).

Em 2009, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) divulgou uma
nota técnica conjunta sobre os numeros de infecgdes causadas por micobactérias de
crescimento rapido relatando os casos reportados entre janeiro de 2003 e 28 de fevereiro
de 2009. Nesta nota, as infecgdes causadas por M. massiliense somam um total de 2128
casos de infeccOes, reportadas em hospitais publicos e privados, clinicas de cirurgia
plastica, oftalmoldgicas, de acupuntura e de estética. Destes casos, a maioria deles se
encontra no estado do Rio de Janeiro (1107 casos), Para (327 casos), Espirito Santo

(363 casos) e Sao Paulo (193 casos).

InfeccBes causadas por M. massiliense sdo frequentes nos paises asiticos. Na
Coréia, um surto foi relacionado a injecdes intramusculares de agentes antimicrobianos
(KIM et al., 2007). Entre isolados pulmonares pertencentes ao grupo M. abscessus,
quase metade dos isolados na Coréia foram identificados como M. massiliense (KIM et
al., 2008; VAN INGEN et al., 2009). Recentemente, entre 2012 e 2014, casos de
infeccOes causadas por M. massiliense tém sido novamente reportadas nos paises
asiaticos sendo que o caso reportado por Hamamoto et al, em 2012, evoluiu ao 6bito do
paciente (CHOI et al., 2013; HAMAMOTO et al., 2012; JUNG et al., 2014).



Diversos estudos tém mostrado que os isolados de M. massiliense que tém
circulado pelo Brasil e sido responsavel pelos varios surtos ja ocorridos, tratam-se de
um clone ja que isolados obtidos de varios destes surtos, como aqueles ocorridos em
Belém, Rio de Janeiro e Goids, apresentaram perfis genéticos idénticos, analisados pela
técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE, do inglés “pulsed field gel
electrophoresis”). Este clone foi denominado BRA100 e tém sido responsavel,
principalmente, por infeccbes pods-cirdrgicas, causando lesbes como abscessos
superficiais e granulomas. Além disso, ja foi observado também que a cepa BRA100 é
resistente as solucdes comerciais de glutaraldeido a 2%, utilizadas, em geral, em

processos de esterilizagdo de instrumentos cirdrgicos (MONEGO et al., 2004).

Os isolados dos 18 pacientes do estudo de Cardoso et al, realizado em 2008,
apresentaram padrbes de PFGE idénticos aqueles obtidos dos isolados do surto ocorrido
em Belém (VIANA-NIERO et al., 2008). Esta analise confirma que o isolado de M.
massiliense responsavel pelas infeccBes ocorridas durante o surto em Goiania (2005-
2008) trata-se do clone BRA100.

Uma vez que abordagens terapéuticas comumente usadas para tratar infecgdes
cutaneas ndo sao efetivas contra MCR, a suspeita clinica prévia e o diagnostico precoce
sdo fatores chave na reducdo da morbidade. Microrganismos causadores dessas
infecgBes devem ser corretamente identificados a nivel de espécie, e os clinicos devem
estar atentos da susceptibilidade destes microrganismos para os agentes antimicrobianos
ja que o esquema de tratamento e a conduta a ser tomada sdo diretamente afetados pelos
resultados obtidos com esses agentes. Como foi dito anteriormente, M. massiliense €
estritamente relacionado a M. abscessus e M. chelonae, mas estes grupos apresentam
diferencas em sua susceptibilidade aos antimicrobianos (CHO et al., 2010).

Infecgbes causadas por M. massiliense, na maioria das vezes sao tratadas
erroneamente desde o inicio, o que retarda a cura da infeccdo e traz inimeros efeitos
colaterais, que seriam desnecessarios ao paciente, devido ao uso de antimicrobianos
incorretos. Um equivoco que ocorre frequentemente, é o tratamento de infeccBes
causadas por M. massiliense com as mesmas drogas usadas para o tratamento da
tuberculose que se trata, basicamente, de um esquema composto por rifampicina,
isoniazida e etambutol (CHEN et al., 2014). Hamamoto et al (2012) relataram um caso
de bacteremia causada por M. massiliense que foi, inicialmente, tratado com drogas

anti-tuberculose e sé depois de alguns dias 0 esquema terapéutico foi modificado.



Outro equivoco que ocorre frequentemente em casos de infeccdo causada por M.
massiliense é a instauragdo de um tratamento antimicrobiano para M. abscessus.
Kobashi et al (2011) reportaram um caso de doenga pulmonar causada por M.
massiliense que evoluiu para septicemia, onde o0 paciente acabou indo a ébito. Neste
caso, 0 paciente também foi tratado inicialmente com drogas antituberculose, no
entanto, esta terapia foi mudada quando se observou o rapido crescimento da bactéria
em cultura e suspeitou-se de infeccdo por M. abscessus. O tratamento instaurado entéo,
consistia de claritromicina, amicacina, imipenem/cilastatina e levofloxacina. Somente
apos a andlise genotipica do RNA ribossomal 16S, dos genes hsp65 e rpoB e da
sequéncia espacadora dos transcritos (ITS) 16S-23S, é que M. massiliense foi
identificado como espécie causadora da infecgdo. Realizou-se, entdo, um teste de
sensibilidade aos antimicrobianos para M. massiliense, onde a bactéria apresentou
elevados valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) para a maioria das drogas
antimicrobianas testadas (16 > CIM > 128 pg/mL). O isolado foi sensivel apenas a
claritromicina. Todavia, 0 paciente apresentou baixa resposta clinica e faleceu por
faléncia respiratoria uma semana ap0s o inicio da terapia adequada (KOBASHI et al.,
2011).

A resisténcia induzivel a claritromicina tem sido sugerida como uma explicacdo
para a auséncia de eficacia nos tratamentos com apenas este antimicrobiano em
infeccBes causadas por M. abscessus. O gene erm tem sido identificado em varios
isolados de M. abscessus e a presenca deste gene foi associada com resisténcia induzivel
a macrolideos. A inducéo da resisténcia foi apresentada como resultado do aumento da
expressdo de erm, como demonstrado por um aumento nos niveis de RNA deste gene
apos a exposicdo a macrolideos (NASH; BROWN-ELLIOTT; WALLACE, 2009).

Um estudo realizado por Koh et al (2009), observou a resisténcia de isolados de
M. abscessus e M. massiliense a claritromicina. Neste estudo, foram testados 19
isolados de M. abscessus e 29 isolados de M. massiliense. Os resultados mostraram que
todos os isolados de M. abscessus desenvolveram, in vitro, uma alta resisténcia a
claritromicina (CIMs > 32 mg/mL) enquanto que todos os 29 isolados de M. massiliense

se mantiveram suscetiveis a esta droga ao final do mesmo teste (CIMs < 1 mg/mL).

O que se observa na literatura, em geral, sdo casos em que infeccdes causadas

por M. massiliense sdo inicialmente tratadas com uma terapia antimicrobiana empirica



para micobactérias em geral e, apds um extenso periodo de tratamento e auséncia de
melhora dos sintomas clinicos, outras formas de diagnésticos sdo buscadas e, s entéo,
o diagndstico correto € conseguido mas, na maioria das vezes, isto ndo ocorre a tempo

de evitar o 6bito do paciente.

Outro estudo de Hamamoto et al (2012), relata mais um caso como este, onde
um paciente de 58 anos com leucemia mieldide cronica foi admitido no hospital
apresentando uma febre muito alta e foi tratado com meropenem por 10 dias. Apos esse
periodo, detectou-se que a infeccdo estava sendo causada por micobactéria e procedeu-
se 0 tratamento com rifampicina, etambutol e claritromicina. Realizou-se, entdo, um
teste pelo método de hibridizagdo DNA-DNA (DDH) o qual detectou M. abscessus
como 0 microganismo causador da infecgdo. Amicacina foi adicionada ao esquema de
tratamento apos este diagndstico. Todavia, 0 microrganismo causador da infeccdo foi
finalmente identificado como M. massiliense por sequenciamento dos genes hsp65 e
rpoB e da regido ITS 16S-23S do rRNA (HAMAMOTO et al., 2012). Diante desses
estudos, pode-se observar que o diagndstico correto de infecgdes causadas por M.
massiliense é de extrema relevancia para a aplicacdo do esquema terapéutico apropriado
e para evitar o desenvolvimento de possiveis mecanismos de resisténcia antimicrobiana.

O primeiro caso de o6bito por infeccdo causada por M. massiliense foi
documentado na Italia (TORTOLI et al., 2008), onde a paciente havia sido submetida a
um transplante renal e havia recebido o diagnéstico de tuberculose pulmonar. Desde
entdo, tem-se visto inimeros relatos de casos de infecgdes causadas por M. massiliense

que evoluiram ao 6bito.

M. massiliense tem sido descrito como o principal agente isolado durante
recentes surtos causados por MCRs em varios estados brasileiros, principalmente
daqueles que ocorreram apos 2004 (DUARTE et al., 2009), o que faz desta bactéria um
motivo de preocupacdo para a saude publica e revela a necessidade de maiores estudos
acerca dos mecanismos de infeccdo e das formas de tratamento de infecgdes causadas

por esta espécie.
1.2 O ferro e sua importancia para o metabolismo

O ferro é um dos mais abundantes elementos na face da terra. Ele pode existir

em dois estados de oxidacdo, Fe?* (ion ferroso) e Fe*(fon férrico), mas em alta



concentracdo de oxigénio ele est4 presente exclusivamente na forma de Fe®*, a qual ndo
apresenta boa solubilidade. O fon Fe** é muito mais soldvel, no entanto, existe apenas

em condi¢des anoxicas ou em pH bastante baixo (CHU et al., 2010).

O ferro é um elemento vital para a homeostase celular; é essencial para o
transporte de oxigénio, para a sintese de DNA e metabolismo energético. Este elemento
é um importante cofator para enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial e para a
fixacdo do nitrogénio. Nos mamiferos, o ferro é utilizado principalmente na sintese da
hemoglobina (Hb) nos eritroblastos, da mioglobina nos musculos e dos citocromos no
figado (WIJAYANTI; KATZ; IMMENSCHUH, 2004).

Existem duas formas em que o ferro pode ser encontrado nos alimentos: a forma
heme e a forma ndo-heme. A forma heme é predominantemente encontrada em carnes e
visceras sob a forma de hemoglobina e mioglobina enquanto que, a forma nédo-heme, é
encontrada em vegetais e seus alimentos derivados A forma em que o ferro se encontra
determina o caminho pelo qual ele seré absorvido (GOBIN; HORWITZ, 1996).

O ferro heme se solubiliza nas condigdes do intestino delgado e é absorvido sem
dificuldade pela mucosa do intestino sob a forma ferro porfirina intacta. Quando o ferro
se encontra no interior da célula da mucosa, este ion € liberado pela acdo da heme-
oxigenase e, a partir dai, segue 0os mesmos caminhos do ferro ndo-heme (BIANCHI;
SILVA; OLIVEIRA, 1992).

Existem trés principais proteinas envolvidas na absor¢do do ferro ndo-heme. Séo
elas as mucinas, as integrinas e as mobilferrinas. Apds a transferéncia do ferro néo-
heme da luz intestinal para o citosol a maior parte deste elemento é depositado como
ferritina enquanto outras pequenas porc¢des sdo liberadas para a transferrina ou perdida
na descamacdo das células mucosas (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1996).

Podemos obter o ferro de duas fontes principais: da dieta e da reciclagem de
hemécias senescentes. Nos vegetais e cereais encontramos o Fe**, que constitui o ferro
inorganico enquanto que, na carne vermelha, em ovos e laticinios, encontra-se a forma
heme do ferro. A aquisicdo de ferro na forma heme através da nutricdo corresponde a
aproximadamente 33% do total e, esta forma de ferro, € proveniente da quebra da
hemoglobina e da mioglobina (HOFFBRAND; PETTIT; MOSS, 2006).



A absorc¢éo do ferro heme € bastante elevada se comparada com a absorcéo do
ferro ndo-heme devido ao mecanismo absortivo que apresenta e também ao fato de ser
altamente absorvido no pH intestinal. Além disso, a absor¢do do ferro heme nédo é
alterada por fatores quimicos ou alimentares, o que poderia levar a uma queda na
disponibilidade deste ion. O ferro ndo-heme, no entanto, pode ter sua disponibilidade
alterada tanto por fatores quimicos quanto alimentares. A absor¢do do ferro heme varia
entre 15 a 35%, dependendo do nivel das reservas de ferro que o individuo possui
(COOK et al., 1983). Ja a absorcéo do ferro ndo-heme € menor, variando entre 1 e 5% e
pode variar em amplitudes maiores dependendo de modificacBes nos fatores quimicos e
nutricionais (BIANCHI; SILVA; OLIVEIRA, 1992; COTRAN; KUMAR; ROBBINS,
1996).

A regulacdo da absorcéo de ferro ocorre de acordo com a necessidade deste ion
no organismo. Quando ha excesso de ferro, essa absorcdo se encontra diminuida
enquanto que, quando h& deficiéncia deste ion a absor¢do do mesmo é aumentada. O
teor de ferritina no citoplasma varia segundo a taxa de ferro plasmatico sendo que este é

regulado segundo a absorcéo intestinal deste ion .

A transferrina é uma glicoproteina que transporta ferro (Fe*), sintetizada e
metabolizada principalmente nos hepatécitos. E constituida por uma cadeia
polipeptidica de 679 aminoacidos com uma massa molar de 79.500 g/mol e ponto
isoelétrico, que pode variar entre 5,4 e 5,9. A transferrina transporta e cede o ferro aos
eritroblastos da medula éssea ou a outros tecidos, onde ele ficard armazenado (MOTTA,
2003; DESCHAMPS; MINA; DIEGUEZ, 2003). Denomina-se apotransferrina a
transferrina que se encontra livre de ferro, desta forma, pode-se definir a transferrina
como uma apotransferrina conjugada com Fe**. Quando a transferrina se liga ao seu
receptor especifico nas células, o complexo transferrina/receptor é internalizado em um
endossomo. Este endossomo entdo acidifica-se e libera o ferro por sua transferéncia e
reducdo a ion ferroso. A apotransferrina €, entdo, transportada até a superficie celular e,
neste momento, estd novamente apta a transportar outra molécula de ferro para o
interior da célula (BURTIS; ASHWOOD; BRUNS, 2008).

Uma importante fonte de ferro é a degradagdo de hemacias senescentes (25 a 30
mg/dia). A maior parte do ferro no organismo estd associada a molécula de

hemoglobina (Hb) e a quantidade de ferro reciclado no processo de degradacéo citado é
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suficiente para manter a quantidade de ferro necessaria diariamente no processo de
eritropoiese (FAIRBANKS; BEUTLER, 2001).

Quando a heméacia entra no estado de senescéncia, comeca a apresentar
modificacdes bioguimicas em sua membrana. Macrofagos da medula 6ssea, do baco e
células de Kupffer (estas em menor quantidade), reconhecem estas modificagdes como
um sinal para que estas hemacias sejam eliminadas. D&-se, entdo, o processo de
interacdo entre receptores especificos entre macrofago e hemacia, seguido do processo
de fagocitose, que culmina na degradacdo dos componentes da heméacia (CHUNG;
WESSLING-RESNICK, 2003; KNUTSON; WESSLING-RESNICK, 2003)

A deficiéncia de ferro acarreta consequéncias para todo o organismo, sendo a
anemia a manifestacdo mais relevante. Por outro lado, 0 acimulo ou excesso de ferro é
extremamente nocivo para os tecidos, uma vez que o ferro livre promove a sintese de
espécies reativas de oxigénio que sdo toxicas e lesam proteinas, lipideos e DNA.
Portanto, é necessario que haja um perfeito equilibrio no metabolismo do ferro, de
modo que ndo haja falta ou excesso do mesmo. Essa homeostase vai possibilitar a
manutencdo das fungdes celulares essenciais e a0 mesmo tempo evitar possiveis danos
teciduais (GROTTO, 2008).

As proteinas ferritina e hemossiderina constituem formas de armazenamento do
ferro, enquanto que a transferrina pode ser vista como uma proteina de transporte deste
ion. Podemos encontrar ferritina e hemossiderina nas células reticuloendoteliais do
figado, do baco e da medula dssea, exercendo sua funcdo de estocagem do ferro. A
ferritina, constitui-se da apoferritina contendo o ndcleo férrico, e é a forma soltvel de
armazenamento do ferro. Ja a hemossiderina constitui a forma degradada da ferritina
(FAIRBANKS; BEUTLER, 2001; HOFFBRAND; PETTIT; MOSS, 2006).

1.2.1 O ferro e sua importancia para as micobactérias

As bactérias requerem ferro para seu crescimento e sua sobrevivéncia como
todos os outros organismos vivos. Para as bactérias, o ferro também € um elemento
essencial para o metabolismo, participando da ativacdo de diversas enzimas e do
transporte de elétrons, além de ser necessario em hidroxilases e oxigenases. Além disso,

nas bactérias, o ferro também atua como cofator de diversas enzimas, principalmente
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em bactérias patogénicas (RATLEDGE, 2004; RODRIGUEZ; SMITH, 2003; VOSS et
al., 1999).

Devido a essa essencialidade do ferro para o perfeito funcionamento do
metabolismo bacteriano, estes microrganismos apresentam uma variedade de
mecanismos para capturar a forma insoltvel do fon ferro, que é o Fe*". A capacidade de
adquirir o ferro em um hospedeiro € uma caracteristica essencial da maioria dos
patdgenos mas também representa um desafio devido ao fato de que o ferro ndo é
solvel na presenca de oxigénio e em pH neutro. No contexto de uma bactéria presente
em um hospedeiro mamifero, o ion ferro ndo é encontrado livre e sim, ligado a um firme
complexo que possui alta afinidade pelas proteinas do hospedeiro que se ligam ao ferro.
Em resposta a este desafio, diversos patdgenos tém desenvolvido varias estratégias que
os tornam capazes de competir com o hospedeiro pelo ferro e estabelecer a infeccédo
(RODRIGUEZ, 2006).

Um desses mecanismos € a producdo de sider6foros, que sdo moléculas que se
ligam (quelantes, em termos quimicos) ao ferro com alta afinidade (GUERINOT, 1994).
Existe uma grande diversidade de sideroforos sendo que mais de 500 moléculas
diferentes sdo conhecidas (RATLEDGE; DOVER, 2000; WANDERSMAN;
DELEPELAIRE, 2004), porém todas apresentam a mesma estrutura essencial, que
consiste em uma unidade funcional que se liga com moléculas de ferro, como as
transferrinas e lactoferrinas por exemplo, e uma cadeia peptidica que interage com um
receptor na superficie da membrana bacteriana. A afinidade dos sider6foros consiste em
uma das suas mais importantes propriedades. O receptor de sider6foro de uma bactéria
pode, em geral, reconhecer apenas a cadeia peptidica de um Unico tipo de sideréforo
(CORNELIS; HOHNADEL; MEYER, 1989; DE CHIAL et al., 2003; HOHNADEL;
MEYER, 1988; SPENCER et al., 2003), apesar de que, alguns isolados sdo capazes de
reconhecer vérios tipos de sider6foros devido ao fato de expressarem diferentes
receptores (BARELMANN et al., 2002; GHYSELS et al., 2004).

Depois de produzidos, os sider6foros sdo excretados para 0 meio extracelular,
onde irdo se ligar ao ion ferro e poderdo ser captados por algum organismo que
apresente receptor compativel. Clones da mesma cepa compartilham sider6foros entre
si, mas ndo com outras cepas (HARRISON; BUCKLING, 2009; VOSS et al., 2000;
WEST; BUCKLING, 2003).
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Em geral, sider6foros podem ser classificados em trés categorias, dependendo
das porcdes que doam oxigénio para o ferro: a) catecolatos (ou fenolatos); b)
hidroxamatos (ou carboxilatos) e c¢) mistos. As enterobactinas (produzidas por
Streptomyces sp.), vibriobactinas (produzidas por Vibrio cholerae) e pioquelinas
(produzidas por Pseudomonas aeruginosa) sdo exemplos de sideroforos catecolatos.
Como exemplos de siderdforos hidroxamatos, podemos citar as alcaliginas (produzidas
por Alcaligenes denitrificans) e as estafiloferrinas (produzidas por Staphylococcus spp.).
As micobactinas (produzidas por Mycobacterium tuberculosis) e petrobactinas
(produzidas por Bacillus anthrasis) sdo exemplos de sider6foros mistos (MIETHKE;
MARAHIEL, 2007).

As figura 1 ilustra exemplos de sider6foros catecolatos, hidroxamatos e mistos.
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Figura 1. Estruturas dos diferentes tipos de sider6foros e seus organismos produtores.
As partes envolvidas na coordenacdo da captagdo do ferro estdo destacadas nas
seguintes cores: catecolatos estdo em vermelho, fenolatos estdo em laranja,

hidroxamatos estdo em amarelo, a-hidroxi-carboxilatos estio em verde e o-ceto-
carboxilases estdo em azul. (MIETHKE; MARAHIEL, 2007).

A deficiéncia de ferro é o fator chave para a regulacdo da sintese dos

sideroforos; no entanto, outros fatores externos desempenham importante papel nessa
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regulacdo. Como exemplos desses fatores podemos citar o pH, temperatura, fontes de
carbono e outros metais (WINKELMANN, 2007).

Existem duas vias envolvidas na sintese de sider6foros: a via dependente de
peptideos sintases ndo-ribossomais (NRPS) (GEHRING; BRADLEY; WALSH, 1997;
KEATING; MARSHALL; WALSH, 2000) e a independente de NRPS (CHALLIS,
2005; OVES-COSTALES; KADI; CHALLIS, 2009). Podemos citar varios sider6foros
que apresentam sintese dependente de NRPS como as pioquelinas (KEATING;
MARSHALL; WALSH, 2000) e pioverdinas (LAMONT et al., 2006; STINTZI et al.,
1996) produzidas por P. aeruginosa, enterobactina, produzida por E.coli (GEHRING;
BRADLEY; WALSH, 1997) e micobactinas produzidas por M. tuberculosis (QUADRI
etal., 1998).

Ao contrario do que ocorre na sintese da maioria dos peptideos, que sdo
produzidos a partir de um RNA mensageiro, peptideos sintetizados pelas NRPS néo
necessitam deste molde de RNA para serem produzidos. As NRPS produzem os
peptideos a partir de um amplo complexo multi-enzimatico e sdo responsaveis pela
sintese de diversos peptideos muito importantes biologicamente. (CROSA; WALSH,
2002; GRUNEWALD; MARAHIEL, 2006). As NRPS, em geral, sdo formadas por trés
dominios, que sdo: dominio de adenilacdo; dominio de tiolacdo e dominio de
condensacdo. Estes dominios, juntos, sdo responsaveis pela montagem de um grande
arranjo de amino, hidroxi e carboxiacidos em diferentes combinacdes a fim de
produzirem peptideos com alta variabilidade estrutural (FINKING; MARAHIEL,
2004).

O dominio de adenilacdo tem o papel de reconhecer e ativar o0 aminoacido que,
posteriormente, se ligard ao dominio de tiolacdo. Este aminoacido, em seguida, sera
incorporado a cadeia polipeptidica em crescimento para, finalmente, passar a fazer parte
da cadeia peptidica através do dominio de condensacdo. Apos este processo, a cadeia
polipeptidica formada é secretada pela sintase por um evento de ciclizacéo e catalisacdo
pelo terminal C do dominio de tiolagdo (KOHLI et al., 2001).

A figura 2 faz uma analogia entre os dominios existentes em uma maquinaria

NRPS e as enzimas envolvidas na maquinaria de sintese de peptideos via ribosomal.
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Figura 2. (A) Enzimas da maquinaria ribosomal para a producdo de peptideos e
proteinas. (B) Enzimas bésicas do sistema ndo- ribosomal (FINKING; MARAHIEL,
2004).

NRPS consiste em um arranjo de mddulos. Um maddulo é definido como uma
secdo da cadeia polipeptidica do NRPS que é responséavel pela incorporagdo de um
“bloco” no crescimento da cadeia polipeptidica. Os aminoacidos que serdo incorporados
no peptideo sdo determinados pelos modulos, assim, NRPS funciona como molde e
também como magquinaria de biossintese desses peptideos, pois proporciona todas as
fungdes cataliticas necessarias na construcdo desses peptideos (FINKING;
MARAHIEL, 2004). A figura 3 ilustra a organizagdo desses modulos e dominios em um
NRPS.
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Figura 3. Representacdo estrutural, a partir do gene, da estrutura de médulos e
dominios observada em um NRPS (FINKING; MARAHIEL, 2004). Dominio C: de
condensacdo, dominio A: de adenilacdo e dominio PCP: proteina carreadora de
peptideo.

Existem outros complexos de sintases formados por varios médulos. Um deles
sdo os policetideos sintases (PKS), formados por trés dominios: o dominio acil-
transferase (AT), que reconhece e “carrega” pequenos acidos carboxilicos, um dominio
de proteina acil-carreadora (PAC) que se assemelha ao dominio T de NRPS e um
dominio ceto-sintase, que constréi a cadeia de policetideos via condensacdo

(KHAYATT et al., 2013).

NRPS e PKS possuem caracteristicas estruturais que os permitem formar um
hibrido NRPS-PKS. Este hibrido, por sua vez, possui um quarto dominio, o dominio tio-
esterase (TE), que secreta as cadeias de polipeptideos e policetideos montadas pelas
sintases (KHAYATT et al., 2013).

As micobactérias, como a grande maioria das bactérias, também produzem
sideroforos para sequestrar o ion ferro. As micobactinas sao sidero6foros que derivam do
acido salicilico e que possuem uma “capa” de hidroxiaril-oxazolina e duas N-
hidroxiamidas que, juntas, formam um sitio de alta afinidade pelo ion férrico (SNOW,
1970). Duas formas de micobactina sdo produzidas e estas diferem entre si no
comprimento de uma substituicdo alquil, o que acaba interferindo na solubilidade e
polaridade das duas moléculas. A carboximicobactina constitui a forma mais polar e é

secretada para o meio extracelular enquanto que a micobactina, que é a forma menos
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polar, permanece associada a célula (RATLEDGE, 1999). O sideroforo
carboximicobactina possui a propriedade de sequestrar o ferro de proteinas do
hospedeiro que também possuem a propriedade de se ligarem a este ion (GOBIN;
HORWITZ, 1996). A figura 4 ilustra a estrutura quimica dos sider6foros micobactina e

carboximicobactina;

~ e—

AVARERINA

— ';’,//\/ \\ //\\ ' /\ //\\ /k\ /r\,\
\ N | 0
0

NI on
: .
( 0

00.CH, = Carbomymycobactn
N N
/I \/C, ' — l")iCC@ir

Figura 4. Sider6foro de M. tuberculosis. Carboximicobactina e micobactina
compartilham uma estrutura comum mas diferem no tamanho da substitui¢do alquila, a
qual determina sua polaridade e solubilidade (RATLEDGE, 1999).

A partir de anélises da sequéncia génica de M. tuberculosis, foi encontrado um
cluster de 10 genes (designados mbta-j), responsavel por codificar enzimas
essencialmente necessarias para a sintese da micobactina (CAMUS et al., 2002; COLE
etal., 1998; QUADRI et al., 1998). Dos genes mbt ja descritos, cinco formam uma linha
de montagem dos NRPS (mbtb, mbte e mbtf) e dos PKS (mbtc e mbtd) que, juntos,
ativam e elongam os mondmeros da micobactina. O gene mbti codifica uma
isocorismato sintase e esta, juntamente com a mbtA, uma enzima de adenilacao,
fornecem o salicilato ativado. Considera-se que a iniciacdo da cadeia da micobactina
ocorre a partir da acilacdo de um dominio arila da proteina mbtB com este salicilato
ativado (QUADRI, 2000; QUADRI et al., 1998). Em experimentos de substituicéo
gendmica, o gene mbtb foi deletado e um marcador de antibiotico foi inserido,
produzindo uma cepa mutante de M. tuberculosis que ndo foi capaz de produzir a

micobactina. Experimentos para avaliar o crescimento desta cepa mutante em meio com
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baixa concentracdo de ferro mostraram que o crescimento desta cepa se apresentava
limitado nestas condic¢des (VOSS et al., 2000).

Ainda ndo se sabe, ao certo, 0 mecanismo exato de montagem das proteinas
mbts. Um recente estudo sugere que, primeiramente, todos 0s precursores responsaveis
pela sintese das micobactinas devem ser sintetizados e s6 depois ocorre a montagem do
complexo MBT, com a proteina mbtH interagindo com varios dominios. A figura 5

ilustra este provavel sistema se montagem:

mMBT A HO
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Figura 5. Provavel sistema de montagem das micobactinas (complexo MBT): mbtB,
mbtE e mbtF interagindo com mbtH. A, dominio de adenilacdo; PCP, dominio da
proteina carreadora peptidil; C, dominio de condensacdo; Cy, dominio de ciclizacao;
Tell, tioesterase tipo IlI; KS, ketosintase; AT, aciltransferase; KR, ketoredutase; E,
epimerase (MCMAHON et al., 2012).

Esse complexo MBT, responsavel em M. tuberculosis pela sintese das
micobactinas, funciona sob a regulacdo da proteina reguladora dependente de ferro
(IdeR), que controla a sintese dos sider6foros. A proteina IdeR é um sensor do ion ferro
que atua com duas funcdes, como promotor e repressor, se ligando nos sitios
responsaveis por essas ativacdes de acordo com a disponibilidade do ion ferro
(RODRIGUEZ et al., 2002).

Por exemplo, IdeR se liga ao DNA quando os niveis de ferro estdo elevados,
inibindo a transcricdo dos genes mbta-j, usados para a sintese dos sidero6foros, e ativa a
transcri¢cdo dos genes brfa, que controlam o armazenamento de ferro. Quando os niveis
de ferro estdo baixos, como durante uma infecgéo, IdeR se dissocia do DNA, tornando
possivel a transcricdo dos genes necessarios a sintese das micobactinas e reprime a
transcricdo de genes que codificam proteinas responsaveis pelo armazenamento de ferro
(RODRIGUEZ et al., 2002).
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A captacdo de ferro a partir da micobactina extracelular, a carboximicobactina,
parece ser facilitada por difusdo enquanto que a micobactina associada a célula pode ter
como papel o armazenamento de ferro antes da transferéncia deste ion para o citoplasma
(MATZANKE et al., 1997; RATLEDGE; DOVER, 2000).

Sabemos que, apesar do ferro ser essencial, excesso de ferro livre causa efeitos
potencialmente toxicos para a célula, ja que este ion cataliza a producdo de radicais
reativos de O, pela reagdo de Fenton (ANDREWS, 1998). Consequentemente, todos 0s
organismos Vvivos regulam severamente os niveis celulares de ferro, empregando

eficientes mecanismos de aquisicdo e estoque deste ion.

Sequéncia da reagao de Fenton
O, + Fe’t —— O, + Fe?*

+ B3 —
H,0, + Fe?* ——— Fe**+ OH™ + OH"*
http://hipertensaoesaude.blogspot.com.br/2013/06/antioxidantes-e-reacao-de-fenton.htmi

Os microrganismos em geral possuem dois tipos de proteinas para estocagem de
ferro: ferritinas (Ftn) e bacterioferritinas (Bfr) (ANDREWS, 1998). As duas se
distinguem pela presenca do grupo heme nas bacterioferritinas. A funcdo primaria das
bacterioferritinas e ferritinas é estocar ferro durante a adequacao deste ion e suprir a

célula, quando necessarios, para varias funcées (REDDY et al., 2012).

O sequenciamento de M. tuberculosis H37Rv revelou a presenca de duas
putativas proteinas de estocagem de ferro, nomeadas BfrA (Rv1876), uma
bacterioferritina, e BfrB (Rv3841), uma proteina similar a ferritina. A expressao de
ambas proteinas é regulada pelo regulador IdeR (RODRIGUEZ et al., 2002).

IdeR desempenha um papel no metabolismo micobacteriano que é bem
documentado e regula cerca de um terco dos genes envolvidos no metabolismo do ion
ferro (RODRIGUEZ et al., 2002). IdeR regula negativamente a biosintese de
sideroforos e modula positivamente a estocagem de ferro em condigdes de excesso de

ferro. Este regulador esta envolvido também na resposta ao stress oxidativo, tanto em
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M. tuberculosis quanto em M. smegmatis (DUSSURGET; RODRIGUEZ; SMITH,
1996; RODRIGUEZ et al., 2002). A presenca do ion ferro ird permitir que o complexo
metal-ldeR se ligue as regides regulatérias de mbta, mbtb e mbti bloqueando a
transcri¢ao destes genes (DUSSURGET et al., 1999; GOLD et al., 2001).

J4 foi descrito que os fons Fe® sdo transferidos para a membrana celular pelas
micobactinas (ligadas & este fon) e este ferro é entdo convertido & Fe** pela acdo das
redutases. Apos este processo, 0 ion ferroso é secretado para o citoplasma. Com o
auxilio do salicilato citoplasmatico, o ferro é entdo transferido para apoproteinas ou para
porfirinas, onde ird atuar em suas diversas funcdes, ou entdo sera transferido para as
bacterioferritinas, que irdo estoca-lo, ou a fim de manter a homeostase celular, ou para
estocar este ion para uma necessidade futura. Todavia, mais de 90% do ferro permanece
estocado. Resumidamente, as micobactinas podem armazenar o ion ferro por algum
periodo, no entanto o estoque final € sempre as bacterioferritinas (ADILAKSHMI;
AYLING; RATLEDGE, 2000; MATZANKE et al., 1997). A figura 6 representa um

esquema de como aconteceria esse processo.

extracellular membrame

lactoferrion

envelope cytoplasm

l » BRp10-MRQT2?

Ind-Rv2895¢ I t ’

Figura 6 Esquema de transporte de ferro feito pelas carboximicobactinas. Na figura,
CM: carboximicobactina; F: ferro; F-CM: ferri-carboximicobactina; M: micobactina; ?:
componentes putativos envolvidos no transporte (RATLEDGE, 2004).

Podemos observar que as carboximicobactinas extracelulares, livres de Fe,
roubam este ion das proteinas de ligagdo ao ferro do hospedeiro e se tornam ferri-
carboximicobactinas. O ferro é entdo transferido as micobactinas, também livres de Fe,

gue estdo associadas a parede celular da bactéria e se tornam ferri-micobactinas. Os ions
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ferro séo, entdo, transferridos para a membrana celular pelas ferri-micobactinas. Nesta
etapa, 0 Fe** é convertido a Fe** pelas redutases e secretado para o citoplasma. Por fim,
0 excesso de Fe pode ser estocado ou envolvido em processos fisiologicos.
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2 JUSTIFICATIVA

Sabemos que as MCRs séo responsaveis por diversas infecgdes podendo até
mesmo levar o individuo acometido a obito. Compreender 0s mecanismos que essas
bactérias utilizam para viabilizar sua instalacdo no hospedeiro e desenvolver as
patologias caracteristicas de cada espécie é algo de extrema importancia, ndo so para o
tratamento, como também para o estudo acerca de metodologias de prevencao e

controle destas infec¢oes.

Uma das MCRs que tém sido motivo de preocupacdo € a Mycobacterium
massiliense. Esta bactéria trata-se de uma MCR que foi recentemente identificada e
agrupada, juntamente com M. bolletti, no complexo Mycobacterium abscessus
(ADEKAMBI; DRANCOURT, 2004; ADEKAMBI et al., 2006). M. massiliense era
anteriormente erroneamente identificada como M. abscessus, mas esta diferenciacdo
pode ser feita através do sequenciamento de alguns genes, como o rpoB (ADEKAMBI
et al., 2006; CHADHA et al., 1998; CONVILLE; WITEBSKY, 1998).

A preocupagéo acerca das infecgdes causadas por M. massiliense se deve aos
varios relatos de surtos causados por esta bactéria como também pelos equivocos
constantes que ocorrem ao identificar esta bactéria como M. abscessus, o que prejudica
o tratamento. Além disso, ampliar os conhecimentos acerca de M. massiliense é algo
relevante no sentido de desenvolver estratégias para o seu correto diagndstico.

Diversos fatores estdo envolvidos no sucesso da infeccdo e instalacdo de uma
bactéria no hospedeiro. Um desses fatores é a aquisicdo de ferro pelas bactérias, ja que o
ferro atua na manutencdo do funcionamento de vias metabdlicas essenciais presentes
nos organismos vivos em geral. A fim de competir com o hospedeiro pelo ferro,
bactérias produzem moléculas conhecidas como siderdéforos, que atuam na captagdo do
ferro disponivel neste hospedeiro. Sem os sideréforos, as bactérias seriam incapazes de
estabelecer essa competicdo e captar a quantidade de ferro que necessita para sua

sobrevivéncia.
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Experimentos in vivo, realizados em camundongos, ja demonstraram que M.
tuberculosis depende fortemente do ion ferro, uma vez que este bacilo se multiplica
rapidamente in vivo quando em condicdes onde ha excesso de ferro. J& na deplecdo do
ion ferro o crescimento e desenvolvimento da bactéria in vivo € prejudicado e se torna
defeituoso (SCHAIBLE; KAUFMANN, 2004). Com isto, € possivel afirmar que a
aquisicdo de ferro por M. tuberculosis é um dos primeiros eventos que devem ocorrer

para garantir o sucesso da infeccdo (RATLEDGE, 2004).

Entre os genes envolvidos na biossintese das proteinas responsaveis pela
montagem dos siderdforos em M. tuberculosis (mbta-j), o gene mbtb foi escolhido como
alvo deste estudo por se tratar do gene com maiores informacdes descritas até o

momento, sobre sua atuacao e importancia no esquema de montagem das micobactinas.

Ja foi demonstrado que cepas de M. tuberculosis que tiveram o gene mbtb
deletado foram incapazes de produzir micobactina ou carboximicobactina. Como
resultado, as cepas de M. tuberculosis com esta mutagdo apresentam dificuldade na
habilidade de replicar em meios com baixa concentracdo de ferro além de terem sua
capacidade de infectar macrofagos prejudicada (RODRIGUEZ, 2006).

Além da delecdo do gene mbtb em M. tuberculosis, este gene também ja foi
deletado em cepas de BCG (BCGAmbtb) e estas também demonstraram-se incapazes de
replicar em meio com baixa concentragdo de ferro. No entanto, culturas de BCGAmbtb
suplementadas com micobactina exdgena mostraram-se capazes de replicar e crescer em
meio 7H9 (TULLIUS et al., 2011).

O gene mbtb também j& foi estudado em experimentos in vivo realizados em
camundongos infectados com M. tuberculosis onde foi demonstrado que os niveis de
RNA mensageiro de mbtb aumentam semanas ap6s a infeccdo dos camundongos com
M. tuberculosis (BOELAERT et al., 2007).

Diante de tantas confirmacdes de que o gene mbtb é essencial para a montagem
das micobactinas em M. tuberculosis e que, na auséncia desta montagem,
M.tuberculosis perde sua capacidade de replicacdo, entendemos que o gene mbtb seria
um importante gene de escolha para dar inicio ao estudo da provavel sintese de

micobactina em M. massiliense.

24



A partir de analises do genoma completo de M. Massiliense realizado pelo nosso
grupo em colaboracdo com o Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de
Brasilia, encontramos seqliéncias génicas que possuem mais de 50% de similaridade
com a seqUéncia ja descrita do gene mbtb de M. tuberculosis (Rv2383c).
Posteriormente, verificamos a proteina hipotética que poderia ser transcrita a partir desta
seqliéncia e encontramos uma similaridade também superior a 50% entre 0s
amino&cidos da sequiéncia hipotética de M. massiliense com a sequiéncia de aminoacidos
da proteina do gene mbtb. Isso indica que M. massiliense contém um gene semelhante
ao mbtb que pode apresentar funcdes também semelhantes, codificando uma proteina

que pode estar atuando como um sideréforo.

Determinar se M. massiliense possui um gene similar ao mbtb de M.
tuberculosis, assim como analisar se ocorre a expressdo deste gene in vitro e in vivo em
condicdes de privacdo de ferro sera de grande valia para avancar no conhecimento de
possiveis mecanismos de patogenicidade deste microrganismo. Além disso, novas
formas de tratamento de infec¢bes causadas por M. massiliense, como inibidores da

sintese de mbtb, podem ser alcancadas a partir deste estudo.

Diante disso, propomos, atraves de técnicas moleculares que permitem avaliar a
expressdao e a quantificacdo de um gene, como a PCR em tempo real, construir
oligonucleotideos iniciadores que permitam a amplificacdo do suposto gene similar ao
mbtb (smbtb) em questdo e avaliar se 0 mesmo € expresso em M. massiliense detectando
RNA mensageiro (RNAm). Além disso, propomos também quantificar sua expressao

tanto in vivo quanto in vitro, na presenca e na auséncia de ferro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar a expressdo de um gene putativo responsavel pela sintese de sider6foro em

M. massiliense.

3.2 Objetivos especificos:

e Sequenciar o gene homologo ao mbtb de M. massiliense.

e Detectar RNAmM do gene homologo de mbtb em M. massiliense crescido in vitro;

e Padronizar método para quantificar a expressdao do gene homologo de mbtb
através de PCR em tempo real em M. massiliense;

e Quantificar a expressdo do gene homologo ao mbtb em culturas com e sem
ferro.

e Quantificar a expressdéo do gene homologo ao mbtb durante a infeccdo

experimental em camundongos;
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4 METODOS

4.1 Isolados de Mycobacterium massiliense

Isolados clinicos de infeccBes pos-cirdrgicas foram recebidos pelo LACEN-GO,
durante o surto ocorrido entre maio e dezembro de 2006 e, destes, 18 isolados foram
caracterizados como M. massiliense a partir do sequenciamento parcial dos genes rpob e
hsp65 (CARDOSO et al., 2008).

A cepa GOO06 foi escolhida para ser usada nos diferentes ensaios e analises. A
mesma foi mantida com glicerol a 20% em freezer -80°C e reativada para a realizacao

dos experimentos in vivo e in vitro deste trabalho.

4.2 Reativacdo da cepa GO06

A cepa GOO06, que foi retirada do freezer -80°C, foi cultivada em meio Mueller
Hinton caldo para a reativacdo da mesma. Para isto, fez-se um indculo desta cepa em 5
mL de caldo Mueller Hinton (pré-indculo) e, a partir deste pré-indculo, cultivou-se a

cepa em shacker a 37°C por um periodo de trés dias.

Devido ao fato de que a bactéria encontrava-se armazenada a -80°C e, portanto,
apresentava seu metabolismo em estado de injuria, o pré-inoculo foi realizado a fim de
garantir um enriquecimento e homogeneidade no metabolismo das bactérias que

constituirdo o indculo que sera utilizado no experimento.

O meio de cultura Mueller Hinton é aprovado pelo manual do “Clinical and
Laboratory Standards Institute” e oferece condigdes para o crescimento das principais
bactérias. Foi escolhido para ser utilizado como 0 meio padrdo para o crescimento de M.
massiliense neste estudo devido ao fato de que propicia 0 crescimento desta
micobactéria em tempo e condi¢des semelhantes aquelas obtidas com meios especificos
para micobactérias e tem custo bem menor quando comparado a estes ultimos (meio

7H11, por exemplo).

Ap0s o crescimento bacteriano, a cepa foi centrifugada e o sedimento resultante foi
ressuspendido em solucéo esteril de glicerol 20% a fim de armazenar a cepa em freezer

-20°C para posteriores utilizagdes.
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4.3 Sequenciamento da cepa de Mycobacterium massiliense GO06

4.3.1 Cultivo de M. massiliense em meio Mueller Hinton

O isolado de M. massiliense reativado (item 4.2) foi inoculado em tubos de rosca
contendo meio caldo Mueller Hinton e, em seguida, a cultura foi colocada em
incubadora com agitacdo, a 37°C. Ap6s um intervalo de trés dias, as culturas foram
retiradas da incubadora para posterior extracdo de DNA.

4.3.2 Extracdo de DNA de M. massiliense

A extracdo de DNA seguiu a descrita por van Soolingen et al (1994) com algumas
adaptacdes (VAN SOOLINGEN et al., 1994). Em capela com fluxo laminar, adicionou-
se 1 mL da cultura de M. massiliense a um tubo de 1,5 mL devidamente identificado. O
tubo foi centrifugado a 5000g por 5 minutos e, apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado. Ao sedimento bacteriano resultante no tubo, adicionou-se mais 1 mL da

cultura e realizou-se 0 mesmo procedimento por mais duas vezes.

Apds o ultimo descarte do sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido com 400 uL
de tampédo TE seguido da adi¢do de 12 uL de lisozima (20mg/mL) ao tubo. Apos esta
adicdo, os tubos foram agitados vigorosamente em voértex para que o sedimento
bacteriano fosse ressuspendido e se misturasse as solucfes adicionadas. O sistema foi
incubado em banho maria a 37°C, por 90 minutos.Apés este intervalo, o tubo foi
retirado do banho e acrescentou-se 70 uL de SDS (10%) e 12 uL de proteinase K (20

mg/mL). O sistema foi novamente incubado, agora a 56°C, por 15 minutos.

Posteriormente a esta segunda incubacdo, adicionou-se 100 uL de NaCl 5,0M e 80
uL de solugdo CTAB/NaCl (10% CTAB, 0,73 M NaCl). A solucdo foi lentamente
agitada, até que a mesma atingisse um aspecto leitoso. O sistema foi novamente

incubado, desta vez por 10 minutos, a 65°C.

ApOs esta terceira incubacdo, acrescentou-se 650 pL de clorofil (cloroférmio:alcool
isoamilico 24:1, v/v) ao sistema e o mesmo foi agitado por 30 segundos. O tubo foi

entdo centrifugado a 12000 g por 5 minutos.
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ApOs esta centrifugacdo, transferiu-se o sobrenadante para outro tubo, limpo e
estéril, devidamente identificado. Adicionou-se 400 pL de isopropanol gelado e
homogeneizou-se a solucgdo. O sistema foi incubado & -20°C por 24 horas.

Ap0s este periodo de incubacéo, o tubo foi centrifugado a 12000 g por 20 minutos, a
4°C. Lavou-se o sedimento resultante com alcool gelado a 70% e o tubo foi colocado
em repouso, em posicdo invertida, para evaporacao do alcool. O DNA foi entdo

ressuspendido em 50 uL de &gua miliQ.

4.3.3 Amplificacdo da ORF 9522 de M. massiliense

O DNA do isolado de M. massiliense GO06 foi amplificado utilizando-se o seguinte
par de oligonucleotideos: 5> GATAGTCATATGGAAGCAATCAAGTAGGGACG 3’
denominado mbth-Fwd e 5° TCCGAAGCTTGACGGTCCCGGCCAAG 3’, chamado
mbtb-Rev.

O protocolo utilizado no termociclador foi o seguinte:

Ciclo Repeticbes Temperatura Tempo
NUmero

1 0 94°C 3 minutos

2 30
94°C 45 segundos
55°C 45 segundos
72°C 1 minuto

3 0 72°C 10 minutos

4 4°C Infinito

O produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etideo (0,5puL/mL) seguido de visualizacdo do produto amplificado e
confirmacdo do tamanho esperado do fragmento em fotodocumentador GelDoc
(BioRad).

4.3.4 Purificacdo do produto de PCR

O produto da PCR descrita no item 4.3.3 foi purificado utilizando se o kit Illustra

ExoProStar 1-Step (GE) seguindo as orientacdes indicadas pelo fabricante.
4.3.5 Amplificacéo do produto de PCR para posterior sequenciamento
O produto de PCR purificado foi submetido a reacdo de amplificacdo para o

sequenciamento. Para esta reagdo, utilizou-se cada um dos oligonucleotideos
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iniciadores, listados na tabela 1, isoladamente. A amplificacdo foi realizada utilizando-
se 0 kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing, da Life Technologies, seguindo as
instrugOes indicadas pelo fabricante. O protocolo utillizado no termociclador para a

amplificacdo foi o seguinte:

Ciclo Repeticdes Temperatura Tempo
Nimero

1 0 94°C 3 minutos

2 30
95°C 20 segundos
50°C 15 segundos
60°C 1 minuto

3 4°C Infinito

Ap6s a amplificagdo, os produtos foram precipitados com isopropanol e submetidos
ao sequenciamento, realizado pelo equipamento ABI3130, da Applied Biosystems.

Tabela 1 Oligonucleotideos iniciadores utilizados para o sequenciamento da ORF
9522 de M. massiliense (A posicdo de anelamento indicada na tabela se refere a posicao
do primer na orf 9522 e ndo no genoma completo).

Nome do Posicéo de
Oligonucleotideo Sequéncia 5° — 3’ anelamento
Mbtb-Fwd GAAGCAATCAGTAGGG 4pb
Myco-Fwd GACGCGATGAGCTACCGSATC 703pb
mbtb4-Fwd TCGGCGCAGAGCCGATTCTT 1054pb
mbtb4-Rev GGGGAGGCTTGCTGTTGAACT 1439pb
mbtb5-Fwd GTGCTACTGGACGCTCAGGT 1408pb
mbtb6-Fwd GACGAGGACGGTGTGTGGTCC 1720pb
mbtb6-Rev GATGCTTCGCAGATCGCATAC 2056pb
mbtb8-Fwd GGGAGGTGACTGGGTAAGTTC 2430pb
mbtb8-Rev CGCGCCGACCATCAGGTG 2818pb
mbtb9-Fwd GCTACTGGCCCGATGGGAC 2783pb

Apds o sequenciamento, as sequéncias obtidas foram analisadas e alinhadas a
ORF 9522 descrita no banco de dados de M. massiliense
(http://www.biomol.unb.br/massiliense/database.php?id=2027&table=0) através do

software Bioedit.
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4.4 Ensaio com meio Overlay Chrome azurol S (O-CAS) para visualizacdo da

producao de sideréforos

O mais comum e mais utilizado método para a deteccdo da producdo de sideroforos
é 0 ensaio universal de Schwyn e Neilands (1987). Este ensaio é baseado na competicao
pelo ferro entre o complexo férrico do dye chromeazurol S (CAS) e o sideréforo. O
ensaio CAS pode ser aplicado como um teste liquido ou, alternativamente, o dye pode
ser incorporado em meio sélido, para a detecgdo de sider6foro neste tipo de meio
(SCHWYN; NEILANDS, 1987).

O ensaio CAS para sobrenadantes de culturas liquidas pode ser considerado um
ensaio quantitativo, no entanto, em meio s6lido ndo é possivel quantificar a reacdo CAS
(SCHWYN; NEILANDS, 1987).

A variacdo do ensaio CAS, utilizando este meio como overlay, foi desenvolvido por
Pérez-Miranda (2007) a fim de diminuir algumas falhas neste teste, como o fato de que,
quando incorporado diretamente no meio onde o microrganismo cresceria, alguns
componentes do CAS poderiam inibir o crescimento de algumas classes de
microrganismos (PEREZ-MIRANDA et al., 2007).

Para este experimento, foram utilizadas placas contendo meio minimo, feito
segundo o item 4.4 e, acrescido de 1,5% de agarose. A utilizacdo de agarose como
agente gelificante ao invés de agar bacterioldgico (que é mais comumente utilizado na

confeccdo de meios solidos) deu-se a fim de evitar a contaminagdo do meio com ferro.

A fonte de ferro utilizada para suplementar as placas foi citrato férrico amoniacal
(CeHgO7.xFe.xNH) por ser mais soltvel que o citrato férrico e, portanto, mais facil de se
dissolver no meio minimo com agarose.

As concentracdes de Fe estabelecidas para este experimento foram: OuM, 24uM,
ABUM, 72uM e 96uM.

A cepa GOO06 foi preparada, para este experimento, da mesma forma que no
experimento 4.5. No entanto, ao invés de ser inoculada em meio liquido, as células
ressuspendidas em meio minimo apés centrifugacdo foram ajustadas para o indice 0.5

da escala de MacFarland e 100 pL desta suspensao foram plaqueados em cada placa.
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Ap0s plagueamento, as placas foram colocadas em estufa a 37° e ficaram incubadas
por 5 dias. Apds este periodo, as placas foram retiradas da estufa (foi possivel visualizar
o0 crescimento das bactérias a olho nu), abertas em fluxo laminar onde cada uma delas
recebeu 15 mL de meio O-CAS, que foi colocado sobre a cultura. O meio O-CAS foi

produzido segundo Pérez-Miranda et al (2007).

Apos a gelificacdo do meio O-CAS, as placas foram novamente levadas a estufa a
37° e, ap6s um intervalo de aproximadamente 5 horas, observou-se a mudanca da

coloracdo do O-CAS nas placas.

4.5 Anotacdes gendmicas

Além do suposto gene similar ao mbtb, outros genes envolvidos na captacdo de ferro
e j& descritos em outras micobactérias foram anotados in silico quanto a similaridade no
genoma da cepa de M. massiliense GO06 (RAIOL et al., 2012). Os genes avaliados
foram: mbta, mbtc, mbtd, mbte, mbtf e mbtg. A sequéncia nucleotidica de cada um
destes genes foi retirada do banco de dados “Massiliense Database”, construido a partir

do genoma da cepa de M. massiliense G006

(http://www.biomol.unb.br/massiliense/index.html), descrita em 2012 por Raiol et al.

As sequéncias de nucleotideos dos genes avaliados foram extraidas do banco de
dados do Diretorio do FTP do NCBI (ftp:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/). A partir das

sequencias nucleotidicas, determinou-se as sequéncias de aminoacidos de cada proteina
usando-se o  “Translate  Tool”, ferramenta do  programa  “Expasy”

(http://web.expasy.org/translate/).

As sequéncias das seguintes micobactérias tiveram 0s genes citados acima
avaliados: M. tuberculosis, M. smegmatis, M. abscessus, M. bovis BCG pasteur.
As sequéncias génicas foram anotadas utilizando-se o software “Note Pad++” e

alinhadas no software “Bio Edit”.
4.6 Crescimento de Mycobacterium massiliense em meio minimo

O meio utilizado para avaliar o crescimento do bacilo em diferentes concentragdes
de ferro foi 0 meio minimo de Davis (sem dextrose) suplementado com 25 mM de
Na, HPO,4.7H,0, 22 mM de KH,PO,4, 8 mM de NaCl, 2 mM de MgSQ,, 0,1mM de
CaCly, 7 mM de NH,4CI, 4mM de piruvato de sodio e 10mM de dextrose. Os sais que
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foram adicionados ao meio minimo de Davis sdo 0s sais constituintes do meio M9,
outro meio considerado minimo e também muito utilizado em trabalhos que necessitam
da utilizacéo deste tipo de meio de cultura (KIEVIT; LAUTEN; MAURER, 2001).

4.7 Leitura das Densidades Oticas

A cepa GOO06, que se encontrava estocada a -20°C, foi descongelada e inoculada em
caldo Mueller Hinton para obtencdo do inéculo que foi utilizado. Apos 3 dias de
crescimento, 3 mL do indculo foram centrifugados e ressuspendidos em meio minimo

no momento da realizagdo do experimento.

Foram estabelecidas 5 diferentes concentracdes de citrato férrico (0 uM, 24 UM, 48
UM, 72 uM e 96 uM). Quantidades iguais da suspensdo de M. massiliense em meio
minimo foram inoculadas em tubos de fundo conico, contendo 20 mL de meio minimo
cada. Além dos tubos onde M. massiliense foi inoculado, fez-se um controle onde a
bactéria ndo foi inoculada por se tratar do controle de esterilidade, resultando em um
total de 6 tubos.

As culturas foram armazenadas em incubadora com agitacdo a 37°C e no 5° dia
iniciou-se a leitura das densidades 6ticas (DOs) das culturas, realizada de dois em dois

dias, até 0 19° dia do experimento.

A leitura das DOs foi realizada em espectrofotdmetro, em um comprimento de onda
de 590 nm.

Antes de cada leitura, todos os tubos foram agitados vigorosamente em vértex. Os
tubos foram manuseados no interior de um fluxo laminar durante cada leitura.
Apds cada leitura, os tubos foram fechados cuidadosamente, lacrados com parafilme

e recolocados em incubadora com agitacdo a 37°C até o final do experimento.

4.8 Crescimento de M. massiliense em meio minimo para coleta de células para

posterior extracdo de RNA.

A cepa GOO06, que se encontrava estocada a -20°C, foi descongelada e inoculada em
caldo Mueller Hinton para obtencdo do inoculo que foi utilizado. Apo6s 3 dias de
crescimento, 3 mL do indculo foram centrifugados e ressuspendidos em meio minimo

no momento da realizagdo do experimento.
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Para este experimento, foram estabelecidas 3 diferentes concentracfes de citrato
férrico: 0 uM, 72 uM e 144 pM. Os intervalos entre as concentragdes utilizadas aqui
foram maiores que aqueles utilizados no experimento para a leitura das DOs, com o

objetivo de avaliar maiores diferencas na expressao de smbtb.

Quantidades iguais da suspensdo de M. massiliense em meio minimo foram
inoculadas em tubos de fundo conico, contendo 20 mL de meio minimo cada. Este meio
foi feito conforme descrito no item 4.6. Foram feitas triplicatas para cada concentragédo
e,além dos tubos onde M. massiliense foi inoculado, fez-se um tubo controle onde a
bactéria ndo foi inoculada por se tratar do controle de esterilidade, resultando em um
total de 10 tubos.

As culturas foram armazenadas em incubadora com agitacdo a 37°C e no 5° dia

iniciou-se a coleta de células.
4.8.1 Coleta das células para extracdo de RNA

Definiu-se os dias 5, 9 e 14 para a realizacdo da coleta de células. Esta, foi realizada
em tubos de 1,5 mL, submetendo-se as células a duas centrifugagdes a 10000 g por 2
minutos de 3,0 mL da cultura em cada concentracdo (1,5 mL por vez). Apos o segundo
descarte, todo o resquicio de meio minimo que se encontrava no tubo foi aspirado com

pipeta para posterior armazenamento do sedimento celular em freezer -20°C.

Os sedimentos bacterianos foram armazenados, como citado acima, até o final do
experimento e a extracdo de RNA se deu posteriormente, em um mesmo dia para todas

as células coletadas.

4.9 Extracdo de RNA

Para a extracdo de RNA, utilizou-se o kit Phenol-Free Total RNA Purification kit,
da Amresco. O procedimento foi realizado de acordo com as instrugdes do protocolo do

fabricante.

Na etapa indicada no protocolo, as amostras foram tratadas com 1 Unidade de
DNAse | (Sigma) livre de RNAse, a fim de eliminar a contaminacdo por DNA

genémico.
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Ao final do procedimento, os RNAs foram armazenados em freezer -20°C para

posterior sintese de cDNA.

4.10 Sintese de cDNA

Para obtencdo do cDNA, para cada 11 pL de RNA da amostra adicionou-se 1L de
oligonucleotideos randdmicos. Esta mistura foi incubada a 70°C por 5 minutos e em
seguida a mesma foi incubada por 10 minutos no gelo. Posteriormente, uma mistura
contendo a enzima transcriptase reversa (1 U), inibidor de RNAse, dithiothreitol e
desoxinucleotideos (0,25 mM de cada) foi adicionada ao RNA.

As amostras foram entdo incubadas a 37°C por 90 minutos e, ao término deste

intervalo, foram armazenadas a -20°C.

Como controle negativo, a mesma reacdo foi realizada sem adicdo da enzima
transcriptase reversa. Este controle garantiu a auséncia de DNA gendémico

contaminando as amostras de RNAs.

4.11 Avaliacdo da expressdo do gene smbtb em camundongos infectados com M.

massiliense, submetidos a suplementacgéo ou a quelacao do ion ferro

Foram utilizados trés grupos com n=3 por grupo neste experimento. Camundongos
C57/BL6 foram submetidos a diferentes tratamentos, de acordo com o grupo do qual
faziam parte. A utilizacdo dos camundongos neste projeto foi autorizada pelo comité de
ética de nimero 001/07 (anexo 2). Os grupos foram:

-Grupo Controle: tratados com salina tamponada em fosfato (PBS);

-Grupo DFO: tratados com o quelante Deferoxamine Mesylate (Sigma);

-Grupo Ferro: tratados com o suplemento Ferrodex (Solucdo de Ferro Dextrano,
Tortuga).

Os camundongos comecaram a serem tratados 20 dias antes da infec¢éo.

Para o preparo das solucdes que seriam utilizadas no tratamento dos camundongos,
realizou-se antes a pesagem de todos os animais, afim de estimar a média de peso de
cada grupo. Foi aplicado 1 mg/kg/dia do quelante DFO em cada camundongo do grupo
DFO e 50 mg/kg/dia de ferro dextrano em cada camundongo do grupo Ferro (GAO et
al., 2013). Cada tratamento foi realizado com intervalos de 48 horas e a concentragéo

das solucGes utilizadas foram estimadas para que fossem injetados 100 pL de cada
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solucdo via intraperitoneal, utilizando-se seringa de 1 mL com agulha hipodérmica.
Tanto a solucdo de DFO quanto a solucdo preparada com Ferrodex foram diluidas em
PBS. O grupo controle recebeu injecdo de 100 pL de PBS em cada dia de tratamento.

Todas as solugbes injetadas nos camundongos foram previamente esterilizadas por
filtracdo em filtros para seringa de 0,22 pum.

4.11.1 Geracao de “bolsoes de ar” (air pouch) nos camundongos

A infecgéo foi realizada em bols6es de ar (Figura 7) previamente gerados no dorso
dos camundongos segundo Gaspar et al (2014). A escolha desta via de infeccdo para
este estudo deu-se a fim de obter uma quantidade maior de RNA ao extrair este do
lavado dos bolsGes de ar em relacdo as pequenas quantidades de RNA que sdo obtidas
quando se extrai este acido nucleico de tecidos.

3
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Figura 7. Esquema de formagdo dos bolsbes de ar. Ar estéril foi injetado
subcutaneamente no dorso de cada camundongo. Os bolsbes descansaram por trés dias
afim de permitir a cicatrizacdo da ferida gerada pela injecdo de ar. Apés este periodo, o
bolsdo foi entdo reinflado com 5 mL de ar estéril e os camundongos repousaram por
mais 3 dias antes da infec¢éo (adaptado de GASPAR; SAKAI; GASPARI, 2014).
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A primeira injecdo de ar esterilizado por filtracdo deu-se no dia 11 ap06s o primeiro
tratamento dos trés grupos (dia 1 do experimento) para que o intervalo necessario para a
formacdo dos bolsdes de ar coincidissem com os 20 dias de tratamento aos quais 0S

camundongos foram submetidos.
4.11.2 Infeccdo dos camundongos com Mycobacterium massiliense

Para a infeccdo dos camundongos, a cepa GOO06 foi descongelada e um pré-inoculo
com a mesma foi feito para a posterior realizacdo do indculo que seria utilizado para a

infeccdo.

A partir do pré indculo, 5 tubos de rosca contendo 5 mL de meio Mueller Hinton
cada foram inoculados com M. massiliense e incubados em shacker a 37°C por 3 dias.
No terceiro dia de crescimento as culturas dos 5 tubos foram dispensadas em um mesmo
tubo de fundo coénico estéril de 50 mL e, apds este procedimento, a cultura foi

centrifugada por 10 minutos a 6000 g para obtencdo do sedimento de bactérias.

O sedimento de bactérias foi ressuspendido em 10 mL de PBS estéril. Realizou-se
entdo a leitura da densidade Otica desta suspensdo (590 nm). A partir desta leitura
ajustou-se a concentracdo bacteriana do indculo para ser de aproximadamente 3x10°

bactérias/mL. Um mL do in6culo foi injetado na bolha de ar de cada camundongo.
4.11.3 Eutanasia dos camundongos e lavado dos bolsdes de ar

Trés dias apds a infecgcdo, os camundongos foram eutanasiados e, posteriormente,

realizou-se o lavado das bolsas de ar de cada um deles.

A realizacdo do lavado deu-se injetando 3 mL de PBS estéril e, apds a injecdo, o
lavado foi recuperado e armazenado em tubos de fundo conico del5 mL que
repousavam em banho de gelo. Repetiu-se este procedimento lavando a bolha do

camundongo por uma segunda vez.

Os tubos contendo o lavado de cada camundongo foram centrifugados a 5000 rpm
por 10 minutos para a obtencdo do sedimento bacteriano. Apo6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento bacteriano foi armazenado a -20°C para

posterior extracdo de RNA e sintese de cDNA.
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4.12 Realizacdo de PCR em tempo real

Tanto os cDNAs resultantes do experimento descrito no item 4.6 quanto os cDNAS
resultantes do experimento descrito no item 4.11 foram submetidos a amplifica¢do do

gene alvo (smbtb) e do gene utilizado como normalizador das reaces (rRNA 16S).

Dois pares de oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para a realiza¢do da
PCR em tempo real. O par que tem como alvo o suposto gene similar ao mbtb de M.
tuberculosis foi nomeado de Massl e apresentam as seguintes sequéncias: 5’
AAGGCTGCGGTAGAGCGC 3 (Mass1-Fwd) e 5
GCCCGTCCTCTATGGCCAGGC 3’ (Massl1-rev). Para a normalizacao dos resultados,
escolheu-se 0 RNA ribossomal 16S e, o par de oligonucleotideos desenhados para esse
RNA como alvo apresentavam as seguintes sequéncias: 5
AGCTCGTAGGTGGTTTGTCG 3’ (16S-Fwd) e 5 AATCCTGTTCGCTACCCACG
3’ (16S-Rev).

A PCR em tempo real foi realizada utilizando-se a sonda Sybr Green (Biorad) para
todas as amostras. O protocolo utilizado tanto para as reagdes realizadas para 0 gene
alvo (smbtb) quanto para o gene normalizador (16S) foi o mesmo. Seguem as

quantidades utilizadas de cada reagente:

Componente Volume

Sybr Green 12 uL
Oligonucleotideo Fwd

(10mM) 1,5uL
OligonucleotideoRev

(10mM) 1,5uL

cDNA puro 3,0 uL

H,O miliQ 7,0 uL

Volume final 25 puL

O protocolo utilizado no termociclador 1Q5 (Bio Rad) também foi exatamente o
mesmo para ambos pares de oligonucleotideos. Os cDNAs utilizados nas PCRs nao

foram diluidos.
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Segue o protocolo de reagéo utilizado no iQ5:

Ciclo Repeticoes Temperatura Tempo
NUmero

1 0 95°C 5 minutos

2 40
95°C 20 segundos
50°C 15 segundos
60°C 1 minuto

3 67 62-95° C 45 segundos

A fluorescéncia foi detectada na parte 3 do Ciclo 2 e também na parte 1 do ciclo 3,
esta Ultima para andlise da curva de derretimento do produto gerado. A PCR foi
realizada em placas de plastico de 96 pocos e seladas com filme adesivo transparente
antes de serem levadas ao aparelho.

4.13 Anélise da expressao génica

A quantificacdo relativa da expressao génica do suposto gene mbtb de M.
massiliense foi determinada utilizando o método Delta delta Ct (AACt) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Através deste método, é possivel observar as variagcbes na
expressdo de um gene alvo a partir de um gene de controle interno, chamado de

calibrador ou normalizador.

O gene do RNA ribosomal 16S foi escolhido como gene calibrador, como ja foi

citado anteriormente.

Os resultados obtidos foram tabulados usando o Microsoft Office Excel 2011 e os
graficos foram feitos utilizando o Software Prisma (versdo 5.0c, GraphPad).
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5 RESULTADOS

5.1 Sequenciamento da ORF 9522 de M. massiliense GO06

Apesar do sequenciamento completo do genoma da cepa de M. massiliense
GOO06 ja ter sido realizado, publicado e depositada no GeneBank, faz-se necessario
sequenciar novamente 0 gene mbtb para confirmar o sequenciamento realizado em alta
escala (RAIOL et al., 2012). O sequenciamento realizado neste estudo apresentou 92%
de similaridade com a ORF 9522 descrita no Massiliense Database
(http://www.biomol.unb.br/massiliense/database.php?id=2027 &table=0). )

alinhamento das sequéncias obtidas neste trabalno com a ORF 9522 pode ser

visualizada no anexo 1.
5.2 Ensaio para deteccdo da producéo de siderdforos utilizando o meio O-CAS

A figura 8 ilustra o ensaio realizado com o meio O-CAS (PEREZ-MIRANDA et al.,
2007) utilizando culturas com diferentes concentracdes do ion ferro (0 UM de Fe, 24
UM de Fe, 60 uM de Fe e 96 UM de Fe) todas inoculadas com M. massiliense. A
mudanca de coloracdo do meio O-CAS, que é azul, para a cor amarela, indica a
producdo de siderdforos pela bactéria.
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Figura 8. Ensaio O-CAS. Culturas de M. massiliense crescidas em meio minimo
sem ferro, placas da esquerda, e nas concentracoes de: 24 uM, 60 UM e 96 UM de Fe a
direita de A, B e C respectivamente.

41



Na figura 8 podemos observar que a cultura que nao foi suplementada com ferro
apresentou mudanca da cor azul para a cor amarela em toda a placa, o que indica que
houve grande producéo de sideroforos, apesar de crescimento bastante reduzido (dados
ndo mostrados). As culturas que foram suplementadas com ferro, apresentaram
mudanca da cor azul para a cor amarela em mais de 50% da placa, o que também indica

que houve producao de sideroforos.

Como este teste ndo é quantitativo, ndo € possivel estimar em quantas vezes as
bactérias crescidas na placa onde a concentracdo de ferro era nula produziram mais
sideroforos que as bactérias que cresceram nos meios que foram suplementados com
ferro. O que podemos afirmar é se houve ou nao a producéo de sideréforos. No entanto,
é possivel, através da visualizacdo e comparacgdo das placas, observar que a producédo de
siderdéforos por M. massiliense foi significantemente maior nas placas que continham o

meio insento de ferro.

5.3. Anotacgbes gendmicas

Os genes mbta, mbtb, mbtc, mbtd, mbte, mbtf e mbtg, envolvidos na montagem das
micobactinas, tiveram suas sequéncias de nucleotideos comparadas com 0 genoma da
cepa de M. massiliense GO06 (RAIOL et al., 2012). As micobactérias que tiveram seus
genes pesquisados foram: M. tuberculosis, M. smegmatis, M. abscessus e M. bovis BCG

Pasteur.

As tabelas 2 e 3 ilustram o percentual de similaridade encontrado entre cada suposta
ORF de M. massiliense para 0s genes mbta-g e os demais genes ja descritos nas
micobactérias citadas acima. Foram realizados os alinhamentos das sequéncias de
nucleotideos e também da sequéncia de aminoacidos dos peptideos codificadas por cada

um dos genes analisados.

Os genes mbta-g apresentaram alta similaridade com os mesmos genes de M.
abscessus, com similaridades variando de 95 a 97% e similaridades bem menores com

0s genes das demais espécies analisadas (tabela 2).
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Tabela 2 Porcentagem de similaridade encontrada entre a sequéncia de nucleotideos de
cada suposta ORF de M. massiliense para 0s genes mbta-g e a sequéncia de
nucleotideos destes mesmos genes, ja descritos em cada uma das micobactérias

analisadas.

mbta mbtb mbtc mbtd mbte mbtf mbtg

9033 9522 9557 9562 9544 9532 9012
M. abscessus 0,97 097 097 095 097 0,97
M. smegmatis 0,64 - 0,36 0,39 041 0,53

M.

tuberculosis 049 048 058 048 0,39 041 07
M. bovis
BCG Pasteur 0,63 058 048 05 051 044

Ao analisarmos as sequéncias de aminoacidos, a similaridade dos peptideos

codificados pelos possiveis genes mbta-g de M. massiliense com M. abcessus fica ainda

maior, em torno de 98%. Este nimero varia apenas para a ORF 9012, que caracteriza o

gene mbtg, e apresentou similaridade consideravelmente menor, a nivel de proteina,

sendo esta de 79%. Estes dados podem ser visualizados na tabela 3.

Tabela 3 Porcentagem de similaridade encontrada entre a sequéncia de aminoacidos de
cada peptideo codificados pelos supostos genes mbta-g de M. massiliense com a
sequéncia de aminoacidos das proteinas codificadas pelos genes mbta-gja descritas em
cada uma das espécies micobacterianas analisadas.

mbta  mbtb mbtc  mbtd mbte mbtf mbtg
9033 9522 9557 9562 9544 9532 9012
M. abscessus 0,98 0,98 0,99 0,93 0,99 0,95 0,79
M. smegmatis 0,51 0,49 X 0,29 0,38 0,4 0,63
M. tuberculosis 0,6 04 0,48 0,28 0,39 0,4 0,7
M. bovis BCG
Pasteur 0,6 04 0,48 0,28 0,39 0,4 0,45
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O mapa de distribuicdo das ORFs de M. massiliense e M. tuberculosis, que

caracterizam os genes mbta-g esta ilustrado na figura 8. O mapa néo esta em escala.

mbtd @ mbtc > @ mmﬁw“ﬁ-

Mapa de distribuicdo das ORFs dos possiveis genes mbts de M. massiliense

)

Mapa de distribuicao das ORFs dos possiveis genes mbts de M. tuberculosis

Figura 9. Mapas de distribuicdo das ORFs mbta-g de M. massiliense e M. tuberculosis.

5.4 Avaliacédo do crescimento de M. massiliense em diferentes concentracdes do ion

ferro

Para avaliar a necessidade de ferro para o crescimento in vitro de M. massiliense,
culturas em meio minimo com diferentes concentracdes de ferro foram acompanhadas
por 19 dias. Na figura 10 podemos observar o gréafico resultante das densidades Oticas
obtidas nas leituras realizadas ao longo dos dias indicados e nas diferentes

concentracdes de Fe.
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Figura 10. Avaliagdo do crescimento de M. massiliense em diferentes concentragdes
de Fe a partir das leituras das DOs realizadas em pontos determinados ao longo de todo
0 experimento.

Podemos observar que, a cultura que nédo foi suplementada com ferro (0 uM de
citrato férrico) apresentou, ao final do experimento, densidade Gtica aproximadamente 5
vezes menor que as culturas suplementadas com ferro. As culturas que foram
suplementadas com citrato férrico, por sua vez, variaram muito pouco suas densidades
Gticas com relacdo as diferentes concentracdes de Fe. Apenas a cultura suplementada
com 96 uM de Fe apresentou crescimento levemente inferior as demais que receberam a

suplementacdo com ferro.

Os resultados foram submetidos ao teste estatistico Anova que confirmou que a
diferenca entre o crescimento bacteriano da cultura com 0 pM de ferro e as demais
culturas foi significativo apds o 15° dia do experimento.

5.5 Avaliacéo da expressao génica do smbtb na presenca e na deplecéo do ion ferro

em culturas de M. massiliense

Afim de avaliar as possiveis diferencas na expressdo génica do smbtb, realizou-se a

reacdo de PCR em tempo real utilizando-se os cDNAs sintetizados a partir das extragdes
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de RNA das bactérias crescidas em diferentes concentracdes de citrato férrico. Foram
utilizadas duas diferentes concentracdes do citrato férrico (72 UM de Fe e 144 UM de
Fe), além do meio que ndo continha este composto (0 UM de Fe).

A figura 11 ilustra a curva de amplificacio de uma reacdo de RT-PCR
representativa para o gene 16S, usado como normalizador dos ensaios. Neste, é possivel
observar o controle negativo (linha amarela) amplificando bem tardiamente. Analisando
a curva de melting desta reacdo (figura 12), no entanto, verificamos que nédo se trata de
uma amplificacdo real do controle negativo, pois ndo ha um pico de derretimento para a
linha que representa esta amplificacdo. Outro controle negativo importante que aparece
tardiamente nesta figura (linha lil&s) é o controle negativo da sintese de cDNA que nos
deu seguranca de que a amplificacdo observada era de cDNA e ndo de DNA gendmico

contaminando a amostra.

Para todas as reacdes de PCR em tempo real realizadas neste estudo consideramos
como sendo amplificacfes positivas aquelas que apresentaram um ciclo threshold (ct),

A (13

do inglés “threshold cycle”, de no maximo 30. Rea¢des com cts superiores a este valor

foram consideradas negativas.

Em todos os graficos que ilustram as curvas de amplificacdo a linha horizontal na

cor verde corresponde ao ciclo threshold.
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Figura 11. Curva de amplificacdo da PCR em tempo real realizada com os cdnas
obtidos do experimento para avaliacdo da expressdo do gene smbtb, para o gene 16S.
Linha amarela: controle negativo. Linha lil&s: controle negativo da sintese de cDNA.
Demais linhas (cts entre 15 e 21): amplificagOes resultantes das reacdes com 0os cDNAs

avaliados.
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Figura 12. Curva de Melting da PCR em tempo real realizada com os cdnas obtidos
do experimento para avaliagdo da expressdo do gene smbtb, para o gene 16S. Linha
amarela: controle negativo. Linha lilas: controle negativo da sintese de cDNA. Demais
linhas (cts entre 15 e 21): amplificacbes resultantes das reacbes com o0s cDNAs
avaliados.

A figura 13 mostra os niveis de expressdo de smbtb, obtidos ap6s a normatizagdo
dos dados utilizando o método AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e mostra a
variacdo da expressdo génica deste suposto gene nos dias 5, 9 e 15 do experimento. A
normatizacdo foi realizada embasada na expressdo de smbtb observada na primeira

coleta de células (dia 5) da cultura que nédo foi suplementada com ferro (0 uM de Fe).

Jéa na figura 14, podemos observar a curva de Melting resultante da amplificacdo dos

cDNAs deste experimento para o gene smbtb.
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Figura 13. Curva de amplificacdo da PCR em tempo real realizada com os cdnas
obtidos do experimento para avaliagdo da expressao do gene smbtb, para o gene smbtb.
Linha rosa claro (ct de aproximadamente 33): controle negativo. Demais linhas:
amplificagdes resultantes das reagdes com os cDNAs avaliados.
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Figura 14. Curva de Melting da PCR em tempo real realizada com os cdnas obtidos
do experimento para avaliacdo da expressdo do gene smbtb, para o gene smbtb. Linha
rosa claro: controle negativo. Demais linhas: amplificacdes resultantes das reagfes com

0s cDNAs avaliados.

Na figura 15, podemos observar que a expressdo relativa do gene smbtb aumenta

conforme a concentracdo de ferro no meio também aumenta. Além disso, analisando a

expressao deste gene nas diferentes concentracfes de ferro, isoladamente, nota-se que

esta expressdo também aumenta com o passar dos dias.
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Figura 15. Expressdo relativa de smbtb em diferentes concentracdes de ferro e em
diferentes momentos do crescimento de M. massiliense in vitro.

5.6. Avaliagédo da expressdo génica do smbtb em camundongos C57BI/6 infectados

com M. massiliense e submetidos a deplecéo ou a suplementacédo com ferro

Com o objetivo de avaliar a expressao do gene smbtb de M. massiliense in vivo, em
diferentes condicOes de disponibilidade de ferro, camundongos foram submetidos a
injecdo de ar em seu dorso para formacéo de bolsdes de ar para permitir a inoculacéo de
M. massiliense e posterior recuperacdo das bactérias para analises. A eutanasia dos
camundongos e posterior recuperacdo das bactérias a partir do lavado dos bolsGes de ar
de cada camundongo deu-se trés dias ap6s o dia em que a infeccdo foi realizada. O
RNA extraido das células presentes no lavado retirado dos bolsdes de ar de cada
camundongo foi submetido a sintese de cDNA e posterior realizacdo de PCR em tempo

real para os genes 16S e smbtb.

A curva de amplificacdo desta PCR pode ser visualizada na figura 16. Nela,
podemos observar uma amplificacdo tardia do controle negativo que confirmamos nao
se tratar de uma amplificacdo real devido a inexisténcia de um pico na curva de Melting

para esta amplificacéo.

51



A figura 17 ilustra a curva de melting obtida na PCR em tempo real realizada para o

gene 16S.
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Figura 16. Curva de amplificagdo da pcr em tempo real realizada para o gene
16S, utilizando os cdnas sintetizados a partir dos RNAs extraidos das células do lavado
do bolséo de ar dos camundongos utilizados no experimento in vivo deste estudo. Linha
rosa claro: Controle negativo. Demais linhas: Amplificacbes resultantes dos cDNAs
testados.
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Figura 17. Curva de Melting obtida na amplificagcdo dos cdnas sintetizados a partir
dos rnas extraidos das células do lavado dos bolsdes de ar dos camundongos utilizados
no experimento in vivo deste estudo, para o gene 16S. Linha rosa claro: Controle
negativo. Demais linhas: AmplificacGes resultantes dos cDNAs testados

Os mesmos cDNAs utilizados na PCR em tempo real ilustrada nas figuras 16 e
17 foram testados para o gene smbtb. As curvas de amplificacdo e a curva de Melting
desta PCR podem ser visualizadas nas figuras abaixo, 18 e 19 respectivamente.
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Figura 18. Curva de amplificacdo da PCR em tempo real realizada para o gene
smbtb, utilizando os cDNAs sintetizados a partir dos RNAs extraidos das células do
lavado do bolsdo de ar dos camundongos utilizados no experimento in vivo deste
estudo. Linha amarela: Controle negativo. Demais linhas: amplificacGes resultantes dos
cDNAs testados.
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Figura 19. Curva de Melting obtida na amplificacdo dos cDNAs sintetizados a partir
dos RNAs extraidos das células do lavado do air-pouch dos camundongos utilizados no
experimento in vivo deste estudo, para o gene smbtb. Linha amarela: Controle negativo.
Demais linhas: amplificacGes resultantes dos cDNAS testados
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A figura 20 mostra os niveis de expressdo de smbtb, obtidos ap6s a normatizagdo
dos dados utilizando o método AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e mostra a
variacdo da expressdo génica deste suposto gene entre os trés diferentes grupos deste
experimento (PBS, DFO e FERRO) ao final do mesmo. A normatizacdo foi realizada

embasada na expressdo de smbtb observada no grupo controle (PBS).
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Figura 20. Expressdo relativa de smbtb em camundongos C57BI/6 submetidos a
tratamentos de deplecdo ou suplementacdo com ferro e infectados com M. massiliense.

Na figura 20, podemos observar que a expressao relativa do gene smbtb foi
aproximadamente duas vezes maior no grupo Ferro, em relacdo ao grupo controle
(PBS), enquanto que a expressao relativa deste gene no grupo DFO apresentou um
aumento bastante significativo, mostrando uma expressao mais de seis vezes maior em

relagdo ao grupo PBS.
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6 DISCUSSAO

A etapa inicial deste trabalho foi a realizacdo do ensaio com o0 meio de
sobreposicdo O-CAS (PEREZ-MIRANDA et al., 2007) a fim de verificar se a produgéo
de sideroforos seria um fato real em M. massiliense. Por meio dos resultados deste
ensaio foi possivel confirmar que M. massiliense realmente produz sideroforos. Na
figura 8 podemos visualizar a completa mudanca de cor na placa onde nédo foi feita a

suplementacdo do meio com ferro.

Sabemos que as micobactinas fazem parte da classe dos sider6foros mistos, ou
seja, possuem grupos hidroxamatos e catecolatos (MIETHKE; MARAHIEL, 2007;
WENCEWICZ et al., 2009). Sabemos também que a cor apresentada pelo meio de
sobreposicio O-CAS (PEREZ-MIRANDA et al., 2007; SCHWYN; NEILANDS, 1987)
quando hé& producdo de sider6foros depende do tipo de sideréforo produzido pelo
microrganismo que esta sendo testado. Siderdforos do tipo catecol em geral mudam a
coloracdo do O-CAS de azul para rosa enquanto que, sider6foros do tipo hidroxamato
mudam a coloracio do O-CAS de azul para alaranjado (PEREZ-MIRANDA et al.,
2007). N&o ha uma cor definida para a qual o meio O-CAS mude quando bactérias que
apresentam siderdforos mistos, como Mycobacterium tuberculosis, sdo testadas.

No entanto, um estudo realizado em 2007 (PEREZ-MIRANDA et al., 2007)
mostrou a mudanca de cor provocada pela producdo de sider6foros em Bacillus cereus,
que produz sideréforos do tipo hidroxamato, para uma cor que Se aproxima muito
daquela que visualizamos em nosso ensaio. Além disso, esse estudo provou que a cor
amarela também pode ser observada na mudanca da coloragdo do O-CAS para algumas
cepas, 0 que ainda ndo havia sido observado por nenhum outro estudo. Esses dados

podem ser visualizados na figura 21.
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Figura 21. Ensaio O-CAS. O controle ndo apresentou mudanca na coloracdo e a
reacdo positiva foi avaliada apés 1 hora. A figura superior trata-se de uma placa
inoculada com Bacillus cereus e a figura inferior trata-se de uma placa inoculada com
Rhizopus oligosporus (PEREZ-MIRANDA et al., 2007).

Né&o podemos afirmar que sider6foros mistos geram uma mudanca de cor de azul
para amarelo quando testados com o ensaio O-CAS ja que apenas M. massiliense foi
avaliado mas é possivel afirmar que a producdo de sider6foros por esta bactéria
realmente ocorre e, além disso, ocorre mais intensamente em meios ndo suplementados
com ferro. Termos que se referem apenas a observacdes feitas a olho nu, como o termo
“intensamente” citado na frase anterior, sS40 geralmente usados para avaliar 0s
resultados deste ensaio ja que, através da visualizacdo das placas é possivel dizer apenas
se a producdo de sideréforos € maior ou menor no microrganismo testado pois 0 ensaio

ndo é quantitativo.

Com relacéo as placas suplementadas com ferro, em todas as concentracGes (24,
60 e 96 UM de Fe) observamos mudanca na coloracdo do O-CAS para amarelo, no
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entanto, esta mudanca ndo foi observada em toda a placa, como ocorreu no meio onde a

concentragéo de ferro foi de 0 puM.

Apb6s a confirmacdo de que M. massiliense realmente produz siderdforos,
procedemos a realizagdo dos estudos in silico a fim de avaliar se haveriam similaridades
entre os genes envolvidos na producdo de peptideos que realizam a montagem das
micobactinas (mbta-mbti) ja descritos em M. tuberculosis e as ORFs que supostamente

codificariam estes genes em M. massiliense.

Como podemos observar na tabela 2, o alinhamento da sequéncia de
aminoacidos dos peptideos de M. tuberculosis e 0s supostos peptideos de M.
massiliense, mostrou que todos os genes mbts de M .tuberculosis, exceto o mbtd,
apresentaram mais de 40% de similaridade na sequéncia de aminoacidos com 0s
supostos mbts de M. massiliense. Esse foi o ponto inicial para a ideia e para o

embasamento deste estudo.

Além disso, outros pontos podem ser destacados como resultados produtivos
desta analise in silico. O primeiro deles se trata da ORF 9012 de M. massiliense,
provavel mbtg desta bactéria, que apresentou em sua sequéncia proteica similaridade
bem menor (~80%) com o mbtg de M. abscessus, quando comparada as demais ORFs

de M. massiliense que foram comparadas com os mbts de M. abscessus.

Outro ponto importante foi que a analise global da comparacgdo de todas as ORFs
que supostamente codificariam os mbts de M. massiliense, apresentou similaridades
superiores a 40% para todas as comparagcdes com os mbts de M. tuberculosis. Esta
analise reforca a necessidade de se aumentarem o0s estudos nesse contexto a fim de
explorar e consolidar as evidéncias de que M. massiliense realmente produza

siderdéforos semelhantes as micobactinas ja descritas em M. tuberculosis.

Além deste alinhamento, realizamos também o0 sequenciamento com
oligonucleotideos especificos para a ORF 9522 (smbtb) utilizando o isolado alvo deste
estudo (GOO06), a fim de confirmar a identidade do isolado armazenado em nosso
laboratério com a sequéncia ja descrita. O alinhamento da sequéncia obtida em nossa
analise com a sequéncia descrita apresentou similaridade muito proxima a 100% o que
confirma a correspondéncia do isolado utilizado neste estudo com aquele encontrado

guando do sequenciamento do genoma de M. massiliense (RAIOL et al., 2012).
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Seguindo esta linha de raciocinio, e propondo avaliar primeiramente a influéncia
do ion ferro no crescimento de M. massiliense, realizamos um ensaio no qual M.
massiliense foi inoculado em culturas com diferentes concentracdes de ferro, inclusive
na auséncia deste ion. A avaliacdo da influéncia do ion Fe no crescimento de
micobactérias é algo que mostra dificuldade na obtencdo de resultados consistentes.
Pode-se observar que, na literatura, algumas micobactérias como M. smegmatis, ja
tiveram seu crescimento em diferentes concentra¢fes do ion ferro avaliado e néo
apresentaram nenhuma influéncia conclusiva deste ion no crescimento deste bacilo
(WENDEL et al., 2013).

No entanto, no ensaio realizado neste estudo, o acompanhamento desse
crescimento através da leitura das DOs deixou claro que a disponibilidade do ion ferro
no meio influencia positivamente o crescimento de M. massiliense, fato que pode ser

visualizado na figura 9.

O estudo de Roberts et al (2012) realizou uma avaliacdo semelhante onde
espécies de Salinispora foram cultivadas em meios pobres e ricos em ferro. Neste
estudo, estas espécies tiveram um dos genes provavelmente envolvidos em sua
biosintese de siderdforos deletado e as bactérias com esta delecdo demoraram cerca de
dois meses para crescer em meio pobre em ferro. Quando este meio foi suplementado
com ferro, o crescimento da mesma espécie contendo a delecdo deu-se em duas
semanas. Enquanto isso, uma bactéria sem a delecdo cresceu em meio rico em ferro em

aproximadamente uma semana (ROBERTS et al., 2012).

Existe uma grande necessidade de ferro para que a bactéria permaneca viavel
para seus processos metabolitos. Porém em nossos ensaios, todas as concentracfes de
ferro testadas resultaram em crescimento semelhante, ou seja ndo observamos uma
relacdo entre taxa de crescimento e concentracdo de ferro nas concentracfes de 24 a 96
MM,

O experimento realizado in vitro, para avaliar a expressdo do gene smbtb na
auséncia e em diferentes concentragdes do ion ferro, mostrou resultados opostos aqueles
que esperavamos quando o experimento foi desenhado. Como ja foi demonstrado que,
em M. tuberculosis, o0 gene mbtb participa da montagem das micobactinas (QUADRI et

al., 1998). Nossa suposicdo inicial era de que a expressdo deste gene aumentaria
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consideravelmente quando M. massiliense fosse cultivado na auséncia do ion ferro e
que, seguindo a mesma tendéncia, a expressdo deste gene diminuiria conforme

aumentassemos a disponibilidade de ferro a bacteéria.

No entanto, como pode ser observado na figura 15, ao final do experimento, a
expressao do gene smbtb aumentou mais de vinte vezes em relacdo a expressao deste

mesmo gene quando M. massiliense foi cultivado na auséncia do ion ferro.

Apesar de intrigante, quando pensamos que, além da simples captacdo do ferro
para que este seja prontamente utilizado no metabolismo bacteriano, este ion pode ser
captado por outros diferentes motivos, a expressao aumentada do gene smbtb, conforme
a disponibilidade do ferro também aumenta, apresenta suposi¢Ges que sdo totalmente

plausiveis e adequadas.

Em M. tuberculosis é sabido que mais de 90% do ferro captado é estocado e,
além disso, que as micobactinas podem armazenar excesso de ferro mas que a “estagdo
final” de armazenamento sdo as bacterioferritinas (MATZANKE et al., 1997). Estudos
ja demonstraram que a transcri¢dao dos genes bfra e brfb em M. tuberculosis é induzida
em meios com alta concentracdo de ferro (RODRIGUEZ et al., 2002) e que, esta mesma

transcricao é reduzida em meios com privacédo de ferro (GOLD et al., 2001).

Diante disso e, de posse dos resultados obtidos em nosso estudo, supomos que a
expressao do gene smbtb esteja aumentando conforme a disponibilidade do ion ferro no
meio também aumenta com o objetivo de cumprir dois prop6sitos: aumentar a sintese de
carboximicobactina e micobactina para atuarem na estocagem de ferro ao “entregarem”
este ion para as provaveis bacterioferritinas de M. massiliense e manter a homeostasia
do meio afim de evitar a formacdo de reativos toxicos para a bactéria, fato que também
ja foi provado acontecer em M.tuberculosis (RODRIGUEZ; SMITH, 2003)

Realizamos o alinhamento da sequéncia das proteinas codificadas pelos genes
bfra e bfrb em M. tuberculosis, contra o genoma de M. massiliense GOO06 e
encontramos regides com 67% de similaridade entre as sequéncias das duas
micobactérias para o gene bfrb. O gene bfra, no entanto, ndo apresentou similaridade
em nenhuma regido entre a sequéncia descrita em M. tuberculosis € 0 genoma de M.

massiliense GOO06.
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Esta analise suporta a ideia de que M. massiliense realmente produziria
bacterioferritinas, muito provavelmente da classe das Bfrbs de M. tuberculosis e, caso
M. massiliense esteja sintetizando uma outra molécula para estocagem de ferro, ndo
seria semelhante a Bfra de M. tuberculosis. Outra suposicdo seria a de que, talvez M.
massiliense seja capaz de estocar o ferro na propria micobactina, através de mecanismos

ainda desconhecidos.

Ainda existem poucos estudos acerca da regulacdo dos genes envolvidos na
sintese de siderdforos, ndo apenas em M. tuberculosis mas nas bactérias em geral. No
entanto, alguns trabalhos sobre este assunto evidenciam a dificuldade no entendimento
dos resultados pois estes muitas vezes contradizem o que se espera acontecer. O estudo
citado anteriormente, sobre o0s possiveis genes envolvidos na sintese de sider6foro em
espécies de Salinispora apresentou o resultado esperado para um dos genes, o gene des,
que foi expresso quando a bactéria foi cultivada em limitacdo de ferro, enquanto que
ndo houve expressdo quando as mesmas espécies foram cultivadas em meio enriquecido
com ferro (ROBERTS et al., 2012).

Neste mesmo estudo, um outro gene, também envolvido na sintese de
siderdforos, o gene sid2, foi expresso quando cultivado em condi¢des de deplecdo de
ferro em uma das espécies de Salinispora (S. Tropica CNB440) e também apresentou
expressao quando uma outra espécie de Salinispora (S.Arenicola CNS 205) foi

cultivada em meio enriquecido com ferro (ROBERTS et al., 2012).

Relacionando os resultados do ensaio realizado com o meio O-CAS com 0s
resultados do ensaio onde a expressdo do smbtb foi avaliada in vitro, € plausivel pensar
que a producdo de sider6foros nos meios suplementados com ferro esteja ocorrendo a

fim de promover a estocagem deste ion, como ja foi discutido anteriormente.

O experimento realizado in vivo para a avaliagdo da expressdo do gene smbtb na
presenca € na deplecdo do ion ferro apresentou resultados diferentes daqueles

observados no experimento realizado in vitro para essa mesma avaliacao.

Como podemos observar na figura 20 os camundongos tratados com o quelante
deferoxamine apresentaram um aumento na expressdo do gene smbtb maior que 6 vezes
em relacdo a expressdo deste gene no grupo controle. Muito provavelmente, este

significante aumento se deve a real necessidade de M. massiliense de produzir as
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micobactinas para a captacdo do ferro, ja que tanto esta bactéria quanto o camundongo
precisam deste ion para a manutencdo de seus metabolismos. Como o ferro se encontra
em baixas concentragdes no grupo quelante, a competicdo pela captacdo deste ion se

torna ainda mais intensa nessas condigdes.

Relacionando os resultados obtidos no experimento in vivo aqueles observados
no experimento in vitro, o aumento da expressdo do gene smbtb observado em M.
massiliense quando esta bactéria se encontra infectando o hospedeiro, n&o foi observado
nas culturas que nao foram suplementadas com ferro. Este aumento possivelmente ndo é
visualizado nos experimentos in vitro devido a auséncia da competicdo estabelecida
pela bactéria e as proteinas de captacdo de ferro do hospedeiro durante a infeccéo, o que
torna a sintese das micobactinas essencial para que a bactéria seja capaz de competir
com o organismo do hospedeiro e garantir o ferro para a manutencdo do seu

metabolismo.

O grupo de camundongos que foi suplementado com o ion ferro também
apresentou um aumento de quase duas vezes na expressdo do gene smbtb. Este aumento,
inferior aquele observado no grupo controle, talvez se deva ao mesmo motivo pelo qual
supomos que ocorre 0 aumento na expressao do gene smbtb nas culturas suplementadas
com ferro, observado no experimento in vitro. Como, neste caso, o ion ferro esta em
eXxcesso, supomos que o gene smbtb esta sendo levemente mais expresso, em relacao ao
grupo controle, devido a necessidade das micobactinas atuarem na captacdo deste ferro

para posterior armazenamento pelas bacterioferritinas.

Até o momento, ndo ha na literatura estudos que avaliem a expressdo de nenhum
dos supostos mbts de M. massiliense in vivo, no entanto, o estudo de Dubnau et al,
realizado em 2004, avaliou alguns genes de Mycobacterium tuberculosis que,
supostamente teriam sua expressao regulada positivamente durante a infeccdo em
camundongos Balb/c. Naquele estudo, o RNA foi extraido do pulmdo de 3
camundongos infectados e a expressao dos genes bfra e bfrb, responsaveis pela sintese
das bacterioferritinas em M. tuberculosis, foi avaliada por PCR em tempo real.
Observou-se que os genes brfa e brfb ndo foram expressos em altos niveis nos pulmdes
dos camundongos avaliados. No entanto, este estudo ndo realizou testes com

camundongos suplementados com ferro.
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Além deste estudo, ja foi demonstrado também que o gene mbtb é superexpresso
nos pulmdes de camundongos submetidos a condi¢cGes de deplecdo do ion ferro e
infectados com M. tuberculosis, o que coincide com os resultados que observamos para
0 gene smbtb, de M. massiliense, para o0 grupo de camundongos que foi tratado com o
quelante deferoxamine (GOLD et al., 2001; RODRIGUEZ et al., 2002).

Compreender o mecanismo de regulacdo dos genes envolvidos na sintese das
micobactinas trata-se de uma questdo que permanece obscura até mesmo em M.
tuberculosis. Em 2012, um estudo propds um novo modelo de biossintese das
micobactinas onde outros dois tipos de micobactinas, chamadas pelos autores de
monodeoximicobactina e carboxideoximicobactina, seriam sintetizadas devido uma

alteracéo na via de ativacdo dos genes mbts (MADIGAN et al., 2012).

Sendo assim, é possivel perceber o qudo complexo é o entendimento das vias de
regulacdo da captacgdo e estocagem do ferro ndo apenas em M. tuberculosis mas também

nas demais micobactérias, inclusive em M. massiliense, alvo deste estudo.
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7 CONCLUSOES

Ap0s todas as andlises realizadas neste trabalho, concluimos que M. massiliense
produz siderdforos e que estes, muito provavelmente, sdo semelhantes as micobactinas

produzidas por M. tuberculosis.

Além disso, podemos afirmar que o ferro influencia positivamente o crescimento
de M. massiliense e que a expressao do suposto gene smbtb desta micobactéria aumenta
conforme a disponibilidade de ferro no meio em que a mesma se encontra. Este fato
deve-se, possivelmente, a mecanismos para estocagem de ferro (ainda ndo estudados),

inerentes & M. massiliense.

Com relacdo aos estudos realizados in vivo, analises posteriores precisam serem
realizadas, no entanto, acreditamos que a expressdo de smbtb aumente em condi¢des de
deplecéo de ferro quando M. massiliense se encontra infectando um hospedeiro, devido
a real necessidade desta bactéria de competir com este hospedeiro pelo ferro e garantir

sua sobrevivéncia.

Estudos que envolvam os demais genes mbts provavelmente envolvidos na
sintese dos sideréforos ainda precisam serem realizados, inclusive maiores estudos
acerca do gene mbtb, que possibilitem elucidar o mecanismo de regulacdo da captacéo e
estocagem de ferro em M. massiliense. No entanto, consideramos que este trabalho
trata-se de um passo inicial extremamente importante e promissor ao nos mostrar que
M. massiliense produz sideréforos e que o mbth, um dos genes envolvidos na sintese

das micobactinas em M. tuberculosis, também €é expresso naquela bactéria.
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9 ANEXOS

Anotado 1
Sequenc 1

Anotade &0

Sequenc 47

Anotado 160
Sequenc 126

Anotade 240 [elerfelertele GTGC CGARGC, GGTC C GAC = CCG ACCATGCAACACG
Saqugnc 206 GGACGAGGAGGCCGTGGCGGACE GCAG sGTCAGGAC *CGAGGACGCGCE WCCC ACCATGCAACACG

GTACTGGATCG

Anotado 320 e
Sequenc ZEf6 CGTAPTuGATCuFLLunT FunuqATFAEGhFLTCGPTFuGGTAuFuPCAPaFLTGT-
Anotado 400 H "hTL FGAFF"ALTﬂhA"

Sequenc 365 Lhislellfalalale Yalel:

CGTGCG
CGTGCG

GACCATGG "TCC
CAGACCATGGCGGCCTC

Anctade 479
Saquenc 442

s Nsl

Anotade 555
Sequenc 515

Anotade 635
Sequenc 515

Anctade 713
Sequenc 515

Anctade 795
Sequenc 573

Anotade 8735 e ECCL C G GCC GATCARCACCGCACCGTCCGGTACARCTACTGGCTTGAR
Sequenc 653 C Gi GCCH C ( GRGCC ( GCCGATC CCGCACCGTCCGGTACAACTACTGGCTTGARN

Anotado 9535
Sequenc 733

Anotade 1035
Sequenc 813

11ED 1180 1200

1160

. RN A T A TACATC GGG TGATCGGCGACTTCACCTCCTCGATCATGCTCGACGTCGACCTGA ““nGFBCATuTCuhThGPTuAL
Sequenc 893 RTATAGATCGEGTGATCGGCGACTTCACCTCCTCGATCATGC TCGRACGTCGACCTGACCGAGGACATGTCEGGTGECTGAC
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Anctado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Segquenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Segquanc

Anotado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Segquenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anctado
Segquenc

1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

1195
973

IR GG TCATGCGGACCTTCGGGGARCCGGTATGGATCATCTCCCAGS
IREENC CCTCATGCGGACCTTCGEGGAACCGETATGGATCATC

450

. . P B R . aal e e
|_-rTf"l_I_-._-.' FAF‘G«'.‘TTFLTFTT\:M"‘TG GACGTTCL CRAGCE L C o CGATGTTCG G

1435 GC
G GCG CRGCGTTC C € ( GGCCGCGATGTTCGAGCG

1211

GCCGAGTCGAGC CCGCGGTGGTCTGG
GCCGAGTCGAGCT GCGTGGTCTGGE

AGGGGCGCGACCAGATTCCTG TCGEETGTGCTGECGECCGECGCCACGTATGTACCGATCGGATTCGATC.
GGGGCGCGACCAGATTCCTGCGS TCGCGTGTGCTGECGGOCGGCGCCACGTATGTACCGATCGGATTCGATC

1915
1690

2010 2020 2030 2040 2070 2080
IEEENTCATCTGTCG 2GR C i CCG SAGCCGE - SATGCTTC
PNV T CATCTGT! SGALC sAGCCGGETEC ATGCTTC

ACGTCCTCTTCACATCGEGCTCTACCCGARACCCCGARAGEGCGTCGATGTCTCACATGCGEGCCGCTATGARCACGATTGAC
ACGTCCTCTTCACATCGGGCTCTACCGGAACCCCGAAGGGCGTCGATGTCTCACATGCGGCCGCTATGARCACGATTGAC

. . I T e E T e
CCTTTGARCGATGAGTTCGAAGTCGGTCACCTCGGATCGTGL GAGTTCGACTTGTCCGTATR
GCTTTGARCGATGAGTTCGAAGTGGTCACCTCGGATCGTG GCCCTCGAGTTCGACTTGTCCGTATR

2155
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Anctado
Sagquenc

Anctado
Saquenc

Anotado
Sequenc

Anotadeo
Sequenc

Anotado
Sagquenc

Anctado
Saquenc

Anctado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anctado
Saquenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Sequenc

Anotado
Sacquenc

Anctado
Sequenc

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480

2395 eeyderiels CCTGCGTGCGETCATCCTGGGAGGTGACT
2170 o - 3

2500 2510 2520 2530

2475 ee CG CACC G ACCGAGGCC
2250 : G CACC { ACCGAGGCH

2580 2590 2600 2610 2620 2630

2555 eyerVe C CACTGGGCCAC GGETGTG TGCSC&ALPTSFuFThC FThTPFTTTCGCAh

2330 "TL:.A\J Chr"._GIJBGLALTIJGGLm‘MTT‘i—'CTTTPGET'uTlJPLSCTGCGCMLGTQC.JGT|_-|C'.-_‘GTL-|T‘:GTTTCI_1':AIJ_1
26B0D 2690 2700 2710 2720

PR CCTCCTCACTGCCTGE GGGTGCCCGGCGARCTGTGS “STGGCGAChGCHTFUPHTCCGGTTIPFGChAIHlC;C

LR GGTCGTGACTGC GGGIGCCCGGLG - TGTGGATCGGTGGCGACAGCGTCGCGTCCGGTTACCGCAATGACCC

2

2795
2570

2875
2650

2955
2730

3035
2810

3115 | ! S TCGATGCGGCTCTTETCGATC
2890 CCl C GGCACGACCTCGATGCGGCTCTTGTCGATCTGS!

P BT B T E T T R
ATCGAATCGATTGGCGTACATGACGATTTCTTCGCTCG
ATCGARTCGATTGGCGTACATGACGATTTCTTCGCTCG

3275
3050

3370 3390 3400 3410 3420 3440
EEEENTTCTTGCAGCGTGAAGCCG, C c "TAGCCGTC 3 \.J\""TRTL"TCPEI-HT

EMELNTTGTTGCAGCGTGAAGCCG GTACGCCGGAC TAGCCGTCGTCG CCACTATCTCGAGATY

3470 3480 3430

GACCGACGAGGAGATCTTGGCCGGEEAL
GACCGACGAGGAGATCTTGGCCGGGACCGTCARGCTTCGGATGAGH

3435
3210

Cobertura resultante de cada primer

mbtb8 rev — 2882 a 3487pb
mbtb9_fwd — 2847 a 3395pb
mbtb8_fwd — 2550 a 2916pb
mbtb6_rev — 2296 a 2678pb
mbtb6_fwd — 1828 a 2300pb
mbtb4 _rev — 1513 a 2116pb
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mbtb5_fwd — 1456 a 1928pb
mbtb4_fwd — 1121 a 1456pb
myco_fwd — 744 a 1167pb
mbtb_fwd — 35 a 556pb
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